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OZET

RUFINAMIT, LAMOTRIJIN VE ZONISAMITIN KAPILER ELEKTROFOREZ
YONTEMI ILE MIKTAR TAYINI

Selen Duygu CECEN
Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Aralik 2024
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Armn Giil DAL POCAN

Bu calismada, rufinamit (RFN), lamotrijin (LMT) ve zonisamit (ZNS) bilesiklerinin
eszamanli analizine olanak taniyan basit, hizli ve duyarl bir kapiler elektroforez (KE)
yontemi gelistirilmistir. Bu yontem, Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi (YPSK)
yontemi ile karsilastirilmistir. KE yonteminde tespit, 210 nm dalga boyunda bir fotodiyot
dizisi (DAD) dedektorii ile gergeklestirilmis ve 75 pm i¢ ¢apli, 40 cm efektif uzunlukta
kapiler kullanilmistir. Optimum kosullar, %5 izopropil alkol (IPA) iceren 35 mM SDS, 6
mM borat ve 10 mM fosfat tamponu (pH 9,00) ile 15 kV potansiyel uygulanarak
saglanmistir. Bu kosullarda ZNS, RFN ve LMT’nin gog¢ siireleri sirastyla 5,99, 6,77 ve
8,46 dakika olarak belirlenmistir. YPSK yonteminde ise tespit, ayni dedektorle
gerceklestirilmig; C18 kolon (4,6x100 mm, 3,5 pum) ve hareketli faz olarak %18
asetonitril iceren 50 mM fosfat tamponu (pH 4,0) kullanilmistir. Bu yontemde ZNS, RFN
ve LMT’nin alikonma siireleri sirasiyla 6,41, 7,29 ve 4,95 dakika olarak bulunmustur.
Her iki yontemin dogrusal aralik, kesinlik, duyarlilik, kararlilik ve saglamlik gibi
validasyon parametreleri incelenmistir. KE yonteminde ZNS, RFN ve LMT i¢in tespit
sinirt (LOD) degerleri sirasiyla 1,63x1077 M (0,035 pg/ml), 6,86x107% M (0,016 pg/ml)
ve 2,65x1078 M (0,007 pg/ml); YPSK yonteminde ise LOD degerleri ZNS i¢in 1,61x107®
M (0,003 pg/ml), RFN i¢in 9,69%107° M (0,002 pg/ml) ve LMT igin 3,33x10~° M (0,001
pg/ml) olarak belirlenmistir. Gelistirilen yoOntemler, farmasotik dozaj formlarinda

basartyla uygulanmis ve USP 47-NF 42’ye uygun bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Rufinamit, Lamotrijin, Zonisamit, Kapiler elektroforez, Miseller

Elektrokinetik Kromatografi, Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisi



ABSTRACT

DETERMINATION of RUFINAMIDE, LAMOTRIGINE, and ZONISAMIDE by
CAPILLARY ELECTROPHORESIS

Selen Duygu CECEN
Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Graduate School, December 2024
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Arin Giill DAL POCAN

In this study, a simple, rapid, and sensitive capillary electrophoresis (CE) method was
developed for the simultaneous determination of rufinamide (RFN), lamotrigine (LMT),
and zonisamide (ZNS). The method was compared to a High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC) method. CE analysis was performed using a photodiode array
detector (DAD) at 210 nm, employing a capillary with a 75 um internal diameter and a
40 cm effective length. Optimal separation was achieved by using a background
electrolyte consisting of 35 mM SDS, 6 mM borate, 10 mM phosphate buffer (pH 9.00),
and 5% isopropyl alcohol (IPA), with an applied potential of 15 kV. Under these
conditions, the migration times for ZNS, RFN, and LMT were found to be 5.99, 6.77, and
8.46 minutes, respectively. In the HPLC method, detection was also conducted at 210 nm
using a C18 column (4.6x100 mm, 3.5 um) and a mobile phase of 18% acetonitrile and
50 mM phosphate buffer (pH 4.0) at a flow rate of 1.0 mL/min. The retention times for
ZNS, RFN, and LMT were 6.41, 7.29, and 4.95 minutes, respectively. Both methods were
validated for parameters such as linearity, precision, sensitivity, stability, and robustness.
The limits of detection (LOD) in the CE method for ZNS, RFN, and LMT were 1.63x1077
M (0.035 pg/mL), 6.86x10% M (0.016 pg/mL), and 2.65x10® M (0.007 pg/mL),
respectively. For HPLC, the LOD values were 1.61x10% M (0.003 pg/mL) for ZNS,
9.69x10° M (0.002 pg/mL) for RFN, and 3.33x10° M (0.001 pg/mL) for LMT. Both
methods were successfully applied to pharmaceutical formulations and were compliant
with USP 47-NF 42 standards.

Keywords: Rufinamide, Lamotrigine, Zonisamide, Capillary electrophoresis, Micellar
electrokinetic chromatography, High-Performance Liquid Chromatography



ONSOZ

Bu calismada RFN, LMT ve ZNS’nin KE yontemi ile miktar tayininin
gergeklestirilmesi amaglanmistir. Ayni zamanda KE yonteminin karsilastirilmasi igin bir
YPSK yontemi gelistirilmis, her iki yontem de farmasotik dozaj formlarina

uygulanmistir.

Akademik hayatimin basindan itibaren her daim yanimda olan, doktora tezim
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Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dali’nda

bulunan tiim hocalarima ve ¢alisma arkadaslarima,

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Eczacilik Fakiiltesi Dekani Prof. Dr. Pinar
ATUKEREN ve Temel Eczacilik Bilimleri Bolim Bagkan1 Dog. Dr. Engin KAPLAN
basta olmak iizere, bu siirecte bana destek ve anlay1s gosteren tiim Istanbul Universitesi-

Cerrahpasa Eczacilik Fakiiltesi ailesine,

Birlikte calismaktan onur duydugum, bilgi ve tecriibesiyle her zaman yanimda olan
degerli hocam Analitik Kimya Anabilim Dali1 Bagkani Dog. Dr. Siikriye Nihan KARUK
ELMAS’a,

Bilgi ve deneyimlerini her zaman benimle paylasan saym hocam Dog. Dr. Fatma
Nur ARSLAN’a,

Istanbul Universitesi- Cerrahpasa Miihendislik Fakiiltesi Kimya boliimiiniin degerli

hocalar1 Prof. Dr. Mustafa Resat APAK, Prof. Dr. Aysem ARDA ve ekibine,

Hayatimin her aninda ve her kosulda yanimda olan, sevgi, sabir ve destekleriyle

bana gli¢ veren kiymetli aileme,

Tesekkiirlerimi sunarim.



ETIiK iLKE ve KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu caligmanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
higbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durum saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Selen Duygu CECEN
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URETKEN YAPAY ZEKA KULLANIM BEYANI

Bu tezi hazirlarken tiretken yapay zeka programlarindan destek almadigimi beyan ederim.
Herhangi bir zamanda, caligmamla ilgili yaptiZim bu beyana aykir1 bir durumun
saptanmast durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi

bildiririm.

Selen Duygu CECEN

vii
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1. GIRIS

Bu tez ¢alismasinda rufinamit (RFN), lamotrijin (LMT) ve zonisamit (ZNS) olmak tizere
tic farkli antiepileptik ilacin es zamanli belirlenmesi i¢in bir kapiler elektroforez (KE)
yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen yontem; Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
(YPSK) ile dogrulanmustir.

Epilepsi, diinya genelinde milyonlarca insanmi etkileyen ve tekrarlayan nobetlerle
karakterize edilen kronik bir norolojik hastaliktir. Nobetlerin kontrol altina alinmasi ve
hastalarin yasam kalitesinin iyilestirilmesi amaciyla antiepileptik ilaglar (AEI'ler) yaygin
olarak kullanilmaktadir (Carcak ve Ozkara, 2017). Bu ilaglar, nobetlerin sikligini ve
siddetini azaltarak merkezi sinir sistemindeki anormal elektriksel aktiviteleri diizenlerler.
AET'ler, etki mekanizmalar1 ve kimyasal yapilarina gére gesitli siniflara ayrilir (Gerlach
ve Krajewski, 2010). Bu nedenle, bu ilaglarin dogru bir sekilde belirlenmesi ve
dozajlarmin izlenmesi, tedavinin etkinligini ve giivenligini saglamak ac¢isindan kritik

onem tasir (Gaspar vd., 2021).

RFN bir triazol tiirevidir ve Lennox-Gastaut sendromu gibi direncli epilepsi tiirlerinin
tedavisinde kullanilir. Kimyasal olarak, RFN bir amid fonksiyonel grubu icerir ve diisiik
¢oziiniirliik 6zellikleri gosterir. Molekiiler yapisi, diger AEl'lerden belirgin sekilde
farklidir (Bialer ve White, 2010; Kearney ve Rho, 2009).

LMT, feniltriyazin siifina ait bir antiepileptik olup, o6zellikle fokal ve jeneralize
nobetlerin tedavisinde kullanilir. LMT, sodyum kanallari1 bloke ederek sinir
hiicrelerinin asir1 uyarilmasin engeller. Yapisal olarak, LMT fenil halkas1 igeren bir
triyazin tiirevidir ve hem asidik hem de bazik 6zellikler sergiler (Kwan ve Brodie, 2001,
Glauser vd., 2013).

ZNS, benzizoksazol tiirevi bir AEI olup, 6zellikle fokal ndbetlerin tedavisinde kullanilir.
ZNS, sodyum ve kalsiyum kanallarini inhibe ederek nobetlerin kontrol altina alinmasina
yardimci olur. ZNS, yapisinda hem benzizoksazol hem de siilfamat gruplari igerir, bu da
ona farkli fizikokimyasal 6zellikler kazandirir. ZNS'in lipofilik yapida ve zayif asidik
karakterdedir (Loscher ve Schmidt, 2011; Vahle vd., 2008).



RFN, LMT ve ZNS, yap1 bakimindan 6énemli 6l¢iide farklilik géstermekte ve bu durum,
ilgili ilaclarin klasik yontemlerle eszamanli analizlerini zorlastirmaktadir. Bununla
birlikte, bu ilaclar genellikle refrakter epilepsi tedavisinde birlikte kullanilmaktadir. Her
biri farkli farmakokinetik 6zelliklere sahip oldugundan, bu ilaglarin dogru bir sekilde
izlenmesi, tedavi siirecinin etkinligini ve giivenligini saglamak i¢in kritik 6neme sahiptir.
Bu baglamda, RFN, LMT ve ZNS’nin eszamanli analizinin gergeklestirilmesi, tedavi
izlemine katki saglanmasina ve farmakokinetik etkilesimlerin daha iyi anlasilmasina

olanak tanimaktadir.

Mevcut farmasotik dozaj formlarinda, bu ii¢ ilag bir arada bulunmamaktadir. Ancak
literatiirde, refrakter epilepsinin tedavisinde RFN, LMT ve ZNS kombinasyonlarinin
etkinligi lizerine bircok ¢alisma mevcuttur. RFN ve LMT'nin kombinasyonunun refrakter
epilepsi tedavisinde etkinligi gosterilmis (Wang vd., 2019), ve benzer sekilde, ZNS'nin
bu kombinasyona dahil edilmesiyle tedavi siirecinin iyilesebilecegi one siiriilmiistiir (Lee
vd., 2021). Bu baglamda, ¢alismamda gelistirdigim yontem, bu ilaglarin kombinasyon
tedavisinde farmakokinetik izlemeyi kolaylastirmakta ve gelecekteki farmasotik dozaj

formu gelistirme siireclerine katki saglayabilecek bir temel olusturmaktadir.

Bu calismada RFN, LMT ve ZNS’nin es zamanli analizleri i¢in bir KE yontemi
gelistirilmistir. Gelistirilen yontemin optimizasyonunun ardindan yontemin gecerliligi
dogrusallik, kesinlik, dogruluk, spesifiklik, duyarlilik, saglamlik ve kararlilik
parametreleri ile gosterilmistir. Gelistirilen yontem YPSK yontemi ile dogrulanmistir.
Daha sonra yontemler farmasotik dozaj formlarma uygulanmis, sonuglar istatistiksel

olarak degerlendirilmistir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Antiepileptikler

Antiepileptik ilaclar (AEI'ler), epilepsi hastaliginin tedavisinde kullanilan ve ndbetlerin
kontrol altina alinmasini saglayan ilaglardir. Epilepsi, beyindeki anormal elektriksel
aktiviteler sonucu ortaya ¢ikan ve biling kaybi, kasilmalar, duyusal bozukluklar gibi
semptomlarla karakterize edilen bir nérolojik hastaliktir. AE{'ler, bu anormal elektriksel

aktiviteleri diizenleyerek nobetleri 6nler veya siddetlerini azaltir.

AET'ler, etki mekanizmalarma ve kimyasal yapilarma gére smiflandirilabilir (Rogawski

ve Loscher, 2004). Genel olarak, bu ilaglarin etki mekanizmalari sunlari igerir:
Sodyum Kanal Blokaji:

Birgok AEI, voltaj kapili sodyum kanallarimi bloke ederek sinir hiicrelerinin (ndronlarin)
asirt uyarilmasini engeller. Bu durum, noronlarin anormal elektriksel aktiviteler
iiretmesini dnleyerek nobetleri kontrol altina alir. Ornek olarak, LMT ve karbamazepin

gibi ilaglar verilebilir.
Kalsiyum Kanal Blokajt:

Bazi AEl'ler, voltaj kapili kalsiyum kanallarmi bloke ederek nobetlerin dnlenmesine
katkida bulunur. Kalsiyum iyonlarinin hiicre i¢ine girisi, néronal eksitasyonu artirabilir,
bu nedenle bu kanallarin inhibisyonu ndobetlerin kontroliinde etkilidir. ZNS, bu

mekanizma ile etki gosteren ilaglardan biridir.
GABA (Gamma-Aminobutirik Asit) Sisteminin Modiilasyonu:

GABA, merkezi sinir sisteminde inhibitdr bir nrotransmiter olarak gorev yapar. AEl'ler,
GABA'nin etkisini artirarak ndronal eksitasyonu azaltir ve ndbetleri kontrol eder.
Benzodiazepinler (6rnegin, diazepam) ve valproik asit, bu mekanizma {izerinden etki

gosteren AEI'lerdendir.
Glutamat Saliniminin inhibisyonu:

Glutamat, beyinde eksitator (uyarici) bir norotransmiterdir. Glutamat salinimini inhibe
eden AEl'ler, noronal eksitasyonu azaltarak nobetleri onler. Ornegin, topiramat bu

mekanizma ile ¢alisir (Brodie ve Dichter, 1996; Perucca, 2005).
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Cesitli Diger Mekanizmalar:

Bazi AEI'ler, yukarida belirtilen mekanizmalarmn bir kombinasyonunu kullanarak veya
tamamen farkli bir yol tizerinden nébetleri kontrol altina alabilir. RFN, hem sodyum
kanallarim1 bloke eder hem de diger néronal yollar1 modiile ederek etkisini gosterir

(McNamara, 2006).
2.2. RFN’nin Farmakolojik Ozellikleri

RFN, o6zellikle Lennox-Gastaut sendromu gibi direngli epilepsi tiirlerinin tedavisinde
kullanilan bir antiepileptik ilagtir. RFN'nin etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamais
olsa da esas olarak sodyum kanallarinin yavas inaktivasyonunu artirarak c¢alistigi

distiniilmektedir.

Bu durum, sinir hiicrelerinin asir1 uyarilabilirligini azaltir ve nobetlerin kontrol altina
alinmasina yardimci olur. Bu mekanizma, 6zellikle Lennox-Gastaut sendromu gibi

direncli epilepsi tiirlerinde etkili olmasini saglar (Rx-Media, 2024).
2.3. RFN’nin Farmakokinetik Ozellikleri

RFN, oral yolla alindiginda gastrointestinal sistemden hizla emilir. Ancak,
biyoyararlanimi doza bagli olarak azalma egilimi gosterir; bu durum, ilacin doza bagh
doyurulabilir bir emilim kinetigi oldugunu gosterir. Yag igerigi yiiksek bir yemekle

birlikte alindiginda, emilimi %30-40 oraninda artabilir.

RFN, plazma proteinlerine yaklasik %34 oraninda baglanir, bu da ilacin serbest
fraksiyonunun 6nemli bir kisminin biyolojik olarak aktif olmasini saglar. Dagilim hacmi
50 L civarindadir, bu da ilacin viicutta genis bir alana dagildigin1 gosterir (Perucca ve
Franco, 2010).

RFN, karacigerde siirl 6l¢iide metabolize olur. Ana metabolik yolak, amid bagi hidrolizi
ile olusan inaktif bir karboksilik asit tiirevidir. Bu metabolit, daha sonra idrarla atilir.
RFN, sitokrom P450 enzim sistemi tarafindan anlamli bir sekilde metabolize edilmez, bu

da diger ilaglarla metabolik etkilesim riskini azaltir (Glauser ve Pellock, 2009).

[lacin eliminasyon yar1 dmrii yaklasik 6-10 saat arasindadir, bu nedenle genellikle giinde

iki kez dozlama gerektirir. RFN, biiyiik oranda idrarla, daha az oranda ise fecesle atilir.



Atilimin %85°1 idrar yoluyla olur ve bu oranin yaklasik %50-60’1 degismeden atilan
ilactir (European Medicines Agency, 2007).

2.4. LMT’nin Farmakolojik Ozellikleri

LMT, genis spektrumlu bir antiepileptik ila¢ olup hem fokal hem de jeneralize ndbetlerin
tedavisinde yaygin olarak kullanilir. Ayrica bipolar bozuklugun tedavisinde de etkilidir

(Rx-Media, 2024).

LMT, sodyum kanallarinin hizli inaktivasyonunu stabilize ederek noronlardaki asiri
uyarilabilirligi azaltir. Bu, sinir hiicrelerinin asir1 uyarilmasimi ve anormal elektriksel
aktivitenin yayilmasmi engeller. Ozellikle glutamat ve aspartat gibi uyaric
ndrotransmitterlerin salinimini azaltarak, nobetlerin kontrol altina alinmasina yardime1
olur. Bu mekanizma hem epileptik nobetlerin hem de bipolar bozuklukta gériilen mani

ve depresyon ataklarinin 6nlenmesinde etkilidir (Baker ve Furtado, 2008a).
2.5. LMT’nin Farmakokinetik Ozellikleri

LMT, oral yoldan alindiginda gastrointestinal sistemden hizla ve tamamen emilir.
Biyoyararlanim1 %98 civarindadir, bu da ilacin biiylik kismimin dolasima girdigini
gosterir. Yemeklerle birlikte alindiginda emilim hiz1 etkilenmez, bu nedenle a¢ veya tok
karnina alinabilir. LMT’nin plazma proteinlerine baglanma orani1 yaklagik %55
civarindadir. Dagilim hacmi genistir (yaklasik 0.9-1.3 L/kg), bu da ilacin viicutta genis

bir alana dagildigini gosterir. Beyin omurilik sivisina ge¢isi 1yi diizeydedir.

Karacigerde glukuronidasyon yoluyla biiytik 6l¢iide metabolize edilir. Ana metaboliti 2-
N-glukuronid, inaktif olup, biliylik 6l¢iide idrarla atilir. LMT, karaciger enzimleri

tarafindan metabolize edilmedigi i¢in diger ilaglarla daha az metabolik etkilesim gosterir.

LMT nin eliminasyon yar1 Omrii, genellikle 24-30 saat arasindadir. Ancak, bu siire
eszamanli olarak valproat gibi ilaglar alindiginda uzayabilir veya fenitoin, karbamazepin
gibi ilaglarla birlikte kullanildiginda kisalabilir. LMT nin biiyiik kismi idrar yoluyla, az
bir kismu ise fegesle atilir (Hirsch ve French, 2007; Zaccara ve Morano, 2009; European
Medicines Agency, 2009).



2.6. ZNS’nin Farmakolojik Ozellikleri

ZNS, epilepsi tedavisinde kullanilan bir antiepileptik ilagtir ve genis spektrumlu ndbet
kontrolii saglar. Ayn1 zamanda bazi néropatik agr1 sendromlari ve Parkinson hastaliginda

da kullanimi1 mevcuttur (Rx-Media, 2024).

ZNS, birden fazla etki mekanizmasina sahip bir ilagtir. Voltaj bagimli sodyum kanallarini
bloke eder. Bu mekanizma, ndronlarin asir1 uyarilabilirligini azaltir ve epileptik
nobetlerin 6nlenmesine yardimci olur. Ayrica voltaj bagimli T-tip kalsiyum kanallarini
inhibe eder. Bu durum, 6zellikle absans ndbetleri gibi belirli ndbet tiplerinde etkilidir.
ZNS, karbonik anhidraz enzimini inhibe eder. Boylece, beyinde asit-baz dengesi
etkilenerek ve nobet esigi arttirtlabilir. Bu mekanizma, ZNS’nin diiiretik etkilerini de

aciklayabilir (Baker ve Furtado, 2008b).
2.7. ZNS’nin Farmakokinetik Ozellikleri

ZNS, oral yolla alindiginda iyi emilir ve biyoyararlanimi1 %100’e yakindir. Yemekle
birlikte alindiginda emilim hizinda 6nemli bir degisiklik olmaz, bu nedenle ZNS yemekle
birlikte veya a¢ karnina alinabilir. ZNS’ nin plazma proteinlerine baglanma orani yaklasik
%40-50 arasindadir. Dagilim hacmi 1.1-1.7 L/kg’dir, bu da ilacin viicutta genis bir alana
yayildigini gosterir. ZNS hem santral sinir sistemine hem de beyine iyi bir sekilde penetre

olabilir.

Karacigerde biiylik ol¢iide CYP3A4 izoenzimi araciligiyla metabolize edilir. Ana
metabolitleri inaktif olup, idrarla atilir. Ayrica karboksilik asit tiirevlerine ve glukuronid

konjugatlarina metabolize olur.

ZNS’nin eliminasyon yar1 omrii yaklasik 50-70 saattir, bu da ilacin giinde bir kez
dozlanmasina olanak tanir. Ilacin biiyiik kismi, degismeden veya metabolitleri olarak
idrar yoluyla atilir. Az bir kismu ise fecesle atilir (Kank ve Kim, 2016; Kwan ve Brodie,
2000, European Medicines Agency, 2010).

2.8. Kullanilan Yontemler
2.8.1. KE yontemi

KE yontemi, yiiklii taneciklerin (iyonlar, kolloidal tanecikler gibi) elektrik alani etkisi

altinda farkli hizlarda hareket etme 6zelliklerinden faydalanarak ayrilmalarini saglayan
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bir yontemdir. Dar ¢apli bir kapiler (20-200 pm) bir elektrolit ¢ozeltisiyle (BGE)
doldurulur ve kapilerin iki ucu arasinda yiiksek voltaj uygulanir. Elektrik alan sivi
boyunca uygulandiginda, numunedeki iyonlar boyutlarina ve yiiklerine gore kapiler

boyunca farkli hiz ve yonlerde gog¢ eder (Baker ve Huang, 2020).

Numune kapilerin anodik ucuna yerlestirildiginde, pozitif yiiklii katyonlar negatif ytiklii
elektrota (katot) dogru goc ederken, negatif yiiklii anyonlar pozitif yiiklii elektrota (anot)
dogru gog¢ edecektir. Go¢ hizlari, yiik-boyut oranina baghdir; aymi yiike sahip kiiclik
iyonlar, biiylik iyonlardan daha hizli1 go¢ edecek ve ayni boyuttaki iyonlar arasinda daha
yiiksek yiiklii iyonlar, daha dislik yiikli iyonlardan daha hizli go¢ edecektir. Notr
bilesikler ise elektroosmotik akis hizinda hareket edecektir (Landers, 2008).

Ayrilan molekiiller kapiler sonuna yerlestirilen bir detektdr yardimi ile analiz edilirler.
Detektor ¢iktisi, zamana kars1 detektdr yanitinin bir grafigidir ve buna elektroferogram
ad1 verilir. Sistem temel olarak; 6rnek, giris ve ¢ikis vialleri, kapiler, detektor, yliksek
voltajli giic kaynag1 ve bilgisayar gibi bir bilgi isleme cihazindan meydana gelir (Kovacs

vd., 2021) (Sekil 2.1).

Sekil 2.1

KE sisteminin sematik gosterimi

Sicakhk Kontrollii

DETEKTOR

T

Giris viali Ornek viali Cakas viali

YIIRSEK
VOLTAJLI

l SUC J
KAYNACGH

KE'yi yonlendiren temel siireglerden biri elektroosmozdur. Elektroosmoz, silika

kapilerlerin duvarindaki yiikiin bir sonucudur. Tamponla temas halindeki negatif yiiklii
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silanol gruplari, tampondan pozitif yiiklii iyonlar1 ¢ceker ve elektriksel ¢ift katmanli bir
tabaka olusturur. Voltaj uygulandiginda, ¢ift katmanin yaygin kismindaki hidratlanmis
katyonlar katoda dogru go¢ eder ve bu da negatif elektroda dogru tampon ¢ozeltisinin
akisini, yani elektroosmotik akisi meydana getirir (Jorgenson ve Lukacs, 1981). (Sekil
2.2).

Sekil 2.2

KE yonteminde elektroosmotik akis semasi

B P ™ I P
Si Si 8 S8 =
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4+ (+]
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+ =
Fayma tabakan b
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Elsdarommotik abug

Kapiler icerisindeki tamponun elektroosmotik akisi, genellikle negatif yiiklii anyonlarin
elektroforetik hareketliliklerinden daha biiyiik oldugu i¢in, bu anyonlar tampon ile
birlikte tasinmaktadir. Anyonik molekiiller anot tarafindan ¢ekildikleri igin,
elektroosmotik akistan daha yavas hareket ederler ve dolayisiyla kapileri daha geg terk
ederler. Yiiksliz parcaciklar, elektroforetik hareketliliklerden etkilenmedikleri i¢in
elektroosmotik akis hiziyla go¢ ederler. Pozitif yiiklii parcaciklar ise katoda dogru hem
elektroforetik etki hem de elektroosmotik akisin birlesimi ile gog¢ ederler. Bu nedenle,
pozitif yiiklii molekiillerin akis hizi, elektroosmotik akis hizindan daha fazladir.
Elektroosmotik akig hizinin deneysel tayininde, mezitil oksit veya dimetil siilfoksit gibi

elektroforetik ¢ekime ugramayan maddeler kullanilabilir (Reijenga vd., 2007).

KE’de uygun tampon c¢dozeltilerinin se¢imi, analitlerin uygun gociinii saglamak ve
numune konsantrasyonundan bagimsiz olarak stabil ayirma kosullar1 sunmak agisindan
onemli bir husustur. Tamponun pH'1, konsantrasyonu ve bilesimi ayirma performansi ve
secicilik iizerinde dogrudan etkiye sahiptir. Tamponun pH'1 hem elektroosmotik akisi

hem de numunenin elektroforetik hareketliligini etkiler ve bu parametreler ayirma
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boyunca sabit kalmalidir. Tamponun pH'1 degistirildikge, kapilerin i¢ duvarindaki silanol
gruplariin iyonizasyonu degistiginden elektroosmotik akis da degisir. Kapiler duvarinda
ne kadar fazla iyonizasyon olursa, zeta potansiyeli o kadar biiyiik olur ve bu potansiyel

dogrudan elektroosmotik akis ile iliskilidir (Liu vd., 2019).

Bir numunedeki bilesiklerin ayrilmasi s6z konusu oldugunda, tampon yalnizca optimum
elektroosmotik hizi saglamak i¢in degil, ayn1 zamanda en iyi ayirmay1 elde etmek i¢in de
secilir. Tamponun pH'1, zayif asitler, zayif bazlar veya amfolitler gibi iyonize olabilen
gruplara sahip ilaglarin elektromigrasyonu iizerinde biiylik etkiye sahiptir. Bu durumda,
gbc davranigi, ¢alisma pH'inda mevcut olan bireysel iyon tiirlerinin hareketliligi ile
iligkilidir. Etkin hareketlilik, bir bilesigin denge halinde olan iyonik tiirlerinin genel
elektroforetik hareketliligidir ve bu nedenle kismen iyonize olmus bir maddenin

elektromigrasyonu ile iligkilidir (Britz-McKibbin ve Chen, 2000).

Kapiler zon elektroforezi (KZE), KE’de en yaygin ve en basit moddur. KZE, kiiglik
molekiillii ilaglarn analizinde iyi bir sekilde yerlesmis bir tekniktir. Tla¢ analizindeki
uygulama alani, yiiksek performansli sivi kromatografi (YPSK) ile benzerdir ve bir ilacin
kimliginin belirlenmesi, saflik testi, tuz stokiyometrisi, ilgili maddeler, bozunma iiriinleri,
kiral saflik ve kars1 iyon igerigi gibi analizleri kapsar. Ayrica, ham madde ve yardimci
madde analizinde de kullanilabilir. KZE'deki hareketlilik bilesiklerin iyonizasyonuna
giiclii bir sekilde bagli oldugundan, KZE'nin 6ne ¢ikan bir uygulamasi, ila¢ kesfi ve
gelistirme siireclerinde kritik bir fizikokimyasal parametre olan pKa tayinidir (Landers,
2008).

2.8.2. MEKK yontemi

KZE’nin 6nemli sinirlamalarindan biri, nétr bilesikleri ayiramamasidir. Bu durum, nétr
bilesiklerin elektriksel bir yiike sahip olmamasindan kaynaklanmaktadir. Bu eksikligi
gidermek amaciyla, elektrokinetik kromatografi yontemi gelistirilmistir. Elektrokinetik
kromatografi, elektroosmoz, elektroforez ve kromatografik siireg¢lerin  bir
kombinasyonunu icermekte olup, notr bilesiklerin de ayrilabilmesini saglamaktadir. 1984
yilinda Terabe tarafindan gelistirilen miseller elektrokinetik kromatografi (MEKK),
yiizey aktif maddelerin kritik misel konsantrasyonunun (KMK) {izerinde sulu bir tampona

eklenmesiyle uygulanmaktadir.



Yiizey aktif maddeler genel olarak anyonik, katyonik, zwitter iyonik ve noniyonik olmak
tizere dort ana siifa ayrilmaktadir. Ancak, zwitteriyonik ve noniyonik yiizey aktif
maddeler yiiklii olmadiklar1 igcin, MEKK'de genellikle anyonik veya katyonik yiizey aktif
maddelerle birlikte kullanilmaktadirlar. MEKK'de en yaygin olarak kullanilan yiizey aktif
madde, anyonik 6zellikteki sodyum dodesil siilfattir (SDS). SDS'nin negatif yiiklii olmas1
sebebiyle miseller elektroforetik hiza sahiptir. Kapiler sistemde katot ¢ikis ucuna
yerlestirildiginde, elektroosmotik akis anottan katota dogru hareket ederken, negatif
yuklii miseller elektroforetik olarak anot yoniine dogru ¢ekilmektedir. Ancak, EOF hizi
elektroforetik hizdan daha biiylik oldugu i¢in, miseller genel akis yoniine gore hareket

etmektedir.

Bu sistemde miseller, mobil fazdan daha yavas hareket eden, ¢oziinmiis bilesiklerle
etkilesime giren bir denge fazi1 olusturmaktadir. Bu etkilesim, ters faz kromatografide
gozlemlenen etkilesime benzer sekilde, hidrofobik etkilesimler  yoluyla
gerceklesmektedir. Sonug olarak hem ndtr hem de yiiklii bilesikler, sulu mobil faz ile
misel fazi arasindaki dengelemelere dayali olarak ayrilmaktadir. Yiiklii bilesiklerin
ayrilmasinda elektroforetik fenomenler ve misellere dagilimin bir kombinasyonu etkili
olurken, nétr bilesiklerin ayrilmasi tamamen dagilim dengesi ile yoOnetilmektedir.
Genelde, hidrofobik bilesikler yiizey aktif maddelerin hidrofobik zincirleriyle daha giiclii
bir etkilesime girerek misellerde daha uzun siire tutulmakta ve daha az hidrofobik
bilesiklere kiyasla daha geg eliie edilmektedir (Terabe vd., 1984; Riekkola ve Kenndler,
2013).

2.8.3. YPSK yontemi

YPSK, modern kimyada giiglii bir analitik yontem olarak one c¢ikmaktadir. Sivida
¢Oziinen numunelerin bilesenlerini tanimlamada, Ol¢gmede ve ayirmada basariyla
uygulanir. Farmakolojik {irlin analizlerinde yaygin olarak kullanilan YPSK hem nicel
hem de nitel analizlerde yiiksek duyarlilik gostermekte ve analitik kimyadaki gelismelere

onemli katkilarda bulunmaktadir (Rao vd., 2015).

YPSK’de numune ¢ozeltisi gozenekli bir kolona (sabit faz) enjekte edilir. Ardindan, bir
stv1 (hareketli faz) kolondan yiiksek basing altinda pompalanir. Numunedeki bilesenler,

sabit faz ile hareketli faz arasindaki ayrisma nedeniyle farkli gé¢ hizlari sergiler. Bu
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durum, bilesenlerin farkli zamanlarda eliie olmasina ve boylece ayrilmalara yol acar

(Rajan, 2015).

YPSK’de, sabit faza daha disiik afinitesi olan bir bilesik daha hizli hareket ederek daha
uzun bir mesafe kat ederken, sabit faza daha yiiksek afinitesi olan bir bilesik daha yavas
hareket eder ve daha kisa bir mesafe kat eder. Farkli go¢ hizlari, numune bilesenlerinin

etkili bir sekilde ayrilmasini ve analiz edilmesini saglar (Kumar vd., 2015).

Ayirim prensibi, analitin sabit faz ile hareketli faz arasinda dagilimia dayanir ve bu
fazlar genellikle kolondaki dolgu maddesiyle etkilesim ic¢indedir. Analitin kimyasal
yapisl, sabit faz i¢indeki hareket hizini belirler ve bu 6zellik, ayirimin temelini olusturur.
Bu prensip sayesinde bilesiklerin hassas bir sekilde ayrilmasi ve analizi saglanir. YPSK,
ozellikle farmasotik ve kimya endiistrilerinde analitik kimyanin temel tekniklerinden
biridir, ¢iinkii bilesiklerin etkili bir sekilde analiz edilmesine olanak tanir. YPSK cihazi,
hareketli faz, pompa, enjektor, kolon, detektdr ve bilgisayar gibi bir kayit cihazindan

olusur (Sabir vd., 2013) (Sekil 2.3).

Sekil 2.3

YPSK sisteminin sematik gosterimi

Sivi Ormek
F-J
. Sabit Faz .
m \ LC Kolonu De‘?'?_m'
} X I >
[ < N [
f\] Solvent Dagitim
: Fompasi Hér bilesenin miktarini bir elektrik
[l sinyaline donustarar.
Mabil Faz

Kansim bilegenleri
aynlir

2.9. RFN’nin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

RFN beyaz renkli, kokusuz bir tozdur. Suda ¢oziiniirliigii zayiftir. Ancak, metanol, etanol

ve diger organik coziiciilerle ¢oziinebilir. RFN’nin ¢ozeltisinin pH degeri, ¢oziiniirlik
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kosullarina baglh olarak degisebilir. Genel olarak, pH degeri ndtr veya hafif asidik
olabilir. Molekiil agirligi 238,19 g/mol’diir. Kapali formiilii ise Ci1oHgF2N4O’dir (Rx
Media, 2024; Perucca ve Franco, 2010). A¢ik formiilii Sekil 2.4’te gosterilmistir.

Sekil 2.4
RFN’nin acik kimyasal formiilii
(@)
Ho>N
/N
N
N - F

2.10. LMT’nin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

LMT beyaz renkli, kokusuz kristalize bir tozdur. Suda ¢oziniirligii zayiftr. Ancak,
metanol, etanol gibi organik c¢oziiclilerde iyi ¢o6ziinlir. Molekil agirhigi 256,091
g/mol’diir. Kapali formiilii ise CoH7Ci2Ns’dir (Rx Media, 2024; Baker ve Furtado, 2008a).
Acik formiilii Sekil 2.5°te gosterilmistir.

Sekil 2.5
LMT nin agik kimyasal formiilii

NH,
N|A\
=

z—2Z

HoN

Cl

Cl
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2.11. ZNS’nin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

ZNS beyaz renkli, kokusuz kristalize bir tozdur. Suda ¢oziiniirliigii zayiftir. Ancak,
metanol, etanol gibi organik c¢oziiciilerde iyi ¢oziiniir. Molekil agirhigr 212,227
g/mol’diir. Kapali formiilii ise CgHgN203S’dir (Rx Media, 2024; Baker ve Furtado,
2008b). Acik formiilii Sekil 2.6’da gosterilmistir.

Sekil 2.6
ZNS 'nin a¢ik kimyasal formiilii

o)

N

/ O
/

S
TT~NH,

/

O
2.12. RFN, LMT ve ZNS’nin Miktar Tayinine Yonelik Yapilmis Calismalar

Literatiirdeki KE ¢alismalart incelendiginde; LMT, RFN ve ZNS’nin bir arada analiz
edildigi bir KE yontemine rastlanmamistir. LMT ve ZNS’nin tek basina analiz edildigi
KE c¢alismalarinda bu ¢alismaya gore analiz siiresinin uzun ve pik morfolojilerinin bozuk
oldugu goriilmektedir (Theurillat vd., 2002; Makino vd., 1997). RFN analizi igin

gelistirilen bir kapiler elektroforez yontemi bulunmamaktadir.

Literatiirdeki kromatografik g¢alismalar incelendiginde {i¢ maddenin birlikte analiz
edildigi bir YPSK (Contin vd., 2010) ve bir LC- MS (Abadi vd., 2024) calismasi
bulunmaktadir. Ancak bu ¢aligmalardaki analiz siireleri uzun olup pik morfolojilerinin
bozuk oldugu goriilmektedir. Ayrica her iki ¢alismada da RFN ve ZNS’ nin alikonma
zamanlar1 ¢ok yakin olup Sistem Uygunluk Testlerinden ge¢mesi i¢in beklenen Rs degeri

siirmin altinda kalmaktadir.
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3. GERECLER

3.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Asetik asit

Asetonitril

Disodyum hidrojen fosfat
Fosforik asit

Hidroklorik asit
Izopropil alkol
Lamotrijin

Metanol

Potasyum dihidrojen fosfat

Rufinamit

SDS

Sodyum asetat

Sodyum borat

Sodyum dihidrojen fosfat
Sodyum hidroksit

Zonisamit

3.2. Kullanilan Cihazlar
Buzdolabi

Hassas terazi

Kapiler elektroforez

Kapiler

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Fluka, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Fluka, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Arcelik, No Frost&Electronic, Tiirkiye

: Mettler Toledo, Isvicre

: Agilent Technologies, CE7100, A.B.D.
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Otomatik pipet : Eppendorf, Almanya

pH metre : Mettler Toledo, Isvicre
Siringa filtresi : Macherey Nagel, Almanya
Ultra saf su cihaz : Millipore, A.B.D.
Ultrasonik banyo : Sonorex, Almanya
Vorteks karistiric : Jeio Tech, Kore

Yiiksek Performanslhi Sivi Kromatografisi : Agilent Technologies, 1260, A.B.D

Kolon : Agilent Technologies, A.B.D.

15



4. YONTEMLER
4.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanisi

Gelistirilecek yontemde kullanilacak ¢oziiciiyli belirlemek amaciyla 6ncelikle RFN, LMT
ve ZNS maddeleri i¢in uygun ¢oziicii arastirilmistir. Literatiir bilgileri ve 6n denemelerin
degerlendirilmesi sonucunda, {i¢ etkin madde i¢in de ¢oziicli metanol olarak seg¢ilmistir.
Ardindan, her bir madde uygun miktarlarda tartilarak metanolde ¢oziilmiistiir. Hazirlanan
cozeltiler, vorteks karistiricida 10 dakika boyunca karistirildiktan sonra 10 dakika siireyle
ultrasonik banyoda bekletilmistir. Bu islemler sonucunda, ii¢ etkin maddenin de 10> M
konsantrasyonunda ana stok ¢ozeltileri elde edilmistir. Tiim ¢dzeltiler, aliminyum folyo
ile sarilarak -18 °C’de buzdolabinda saklanmistir. Gerekli seyreltmeler bu stok ¢ozeltiler

kullanilarak gergeklestirilmistir.

Calismada, KE yontemi i¢in seyreltme c¢ozeltisi olarak, calisma tamponunun 1/10
seyreltilmis hali kullanilmistir.  YPSK yonteminde ise seyreltmeler, metanol ile

yapilmistir.
4.2. KE Yontemi
4.2.1. Cihazla ilgili kosullar

KE yonteminde deteksiyon, DAD kullanilarak 210 nm, 214 nm ve 227 nm dalga
boylarinda gercgeklestirilmistir. Ayrim islemi i¢in 75 pm i¢ ¢apina ve 40 cm efektif
uzunluga (toplam 48,5 cm) sahip c¢iplak silika kapilerler kullanilmistir. Kapilerin ilk
kullanim1 6ncesinde, sartlandirma amaciyla 30 dakika boyunca 1 M sodyum hidroksit
cozeltisi ile yikanmistir. Cihaz her agildiginda, kapilerler sirasiyla 10 dakika 0,1 M
sodyum hidroksit ¢ozeltisi, 10 dakika distile su ve 10 dakika c¢alisma tamponu ile

yikanmustir.

Numune analizleri arasinda sartlandirma islemi, 2 dakika 0,1 M sodyum hidroksit
cozeltisi, 2 dakika distile su ve 2 dakika ¢aligsma tamponu ile gerceklestirilmistir. Giinliik
kullanim sonrasi, kapilerler 6nce 10 dakika 0,1 M sodyum hidroksit ¢6zeltisi ile, ardindan
5 dakika distile su ile yikanmis ve son olarak 2 dakika siireyle hava cekilerek
kurutulmustur. Enjeksiyonlar, 10 saniye boyunca 50 mbar basing altinda

gerceklestirilmistir.
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4.2.2. Calisma tamponu

Yontemde pH 3,0 ile 9,0 arasinda farkli tampon ¢6zeltileri kullanilmistir. pH 3,0, 6,0, 7,0
ve 8,0 degerleri fosfat tamponlari ile, pH 4,0 ve 5,0 degerleri asetat tamponu ile, pH 9,0
ise borat tamponu ile hazirlanmistir. Fosfat tamponlarinin hazirlanmasinda, hedeflenen
pH degerine gore disodyum hidrojen fosfat, sodyum dihidrojen fosfat ve fosforik asit
uygun oranlarda kullanilmistir. Asetat tamponlari icin ise sodyum asetat ve asetik asit
uygun miktarlarda karistirilarak istenen pH elde edilmistir. Borat tamponlar

hazirlanirken sodyum tetraborat ve HCI kullanilmistir.

Her bir tampon i¢in 50 mM’lik ana stok c¢ozeltileri hazirlandiktan sonra, gerekli
seyreltmeler yapilarak istenilen derisim ve pH degerleri elde edilmistir. Calismada
kullanilan anyonik yiizey aktif maddelerin hazirlanmasi i¢in uygun miktarda SDS
tartilmis 100 mM derisiminde stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stoktan, ihtiya¢ duyulan

derigimdeki ¢ozeltiler su ile seyreltilerek elde edilmistir.

Tiim yikama ve ¢alisma tamponu ¢ozeltileri icin, analiz Oncesinde 0,45 pm'lik filtre

kullanilmustir.
4.2.3. Optimizasyon calismalari

KE yonteminin optimizasyon c¢alismalart kapsaminda tampon ¢ozeltinin bilesimi ve
derisimi, pH, organik ¢6ziicli oran1 ve uygulanan potansiyel parametreleri incelenmistir.
Optimizasyon calismalarinda 10® M derisiminde RFN, LMT ve ZNS c¢ozeltileri

kullanilmastir.

4.2.3.1. Tampon bilesimi ve derigimi

Yontemdeki ¢alisma tamponunun bilesimi ve derisimini belirlemek amaciyla 6nce 25,
30,35 ve 40 mM SDS igeren 6 mM borat-10 mM fosfat tamponu (pH 9,00) hazirlanmigtir.
RFN, LMT ve ZNS c¢ozeltileri 15 kV potansiyel altinda tliger kez analiz edilmistir. Analiz
stireleri ve analiz sonucunda elde edilen piklerin morfolojileri degerlendirilerek optimum
SDS derisimi belirlenmistir. Tampon derisimini ayarlamak i¢in 35 mM SDS igeren 3 mM,
6 mM ve 9 mM derisimde ti¢ farkli borat-10 mM fosfat tamponu (pH 9,00) hazirlanmis
ve RFN, LMT ile ZNS ¢ozeltileri yine 15 kV potansiyel altinda ticer kez analiz edilmistir.
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Analiz siiresi ve analiz sonucu elde edilen piklerin morfolojileri degerlendirilerek
optimum borat tampon derisimi belirlenmistir. Fosfat derisimini tespit etmek amaciyla,
35 mM SDS i¢eren 6 mM borat tamponu ile S mM, 10 mM ve 15 mM derisimde ti¢ farkl
fosfat tamponu (pH 9,00) hazirlanmistir. REN, LMT ve ZNS ¢o6zeltileri bu tamponlarla
da 15 kV potansiyel altinda ticer kez analiz edilmistir. Analiz siiresi ve analiz sonucu elde
edilen piklerin morfolojileri degerlendirilerek optimum fosfat tampon derisimi

belirlenmistir.
4.2.3.2. pH

Calisma tamponunun pH degerinin belirlenmesi i¢in, pH' 8,50, 9,00 ve 9,50 olan 35 mM
SDS igeren 6 mM borat-10 mM fosfat tamponlart hazirlanmistir. Bu ii¢ farkli tampon ile
RFN, LMT ve ZNS c¢ozeltilerinin her biri iicer kez 15 kV potansiyel altinda analiz
edilmistir. Analiz siiresi ve analiz sonucu elde edilen piklerin morfolojileri

degerlendirilerek en iyi ayrimin saglandigi optimum pH degeri belirlenmistir.
4.2.3.3. Organik ¢oziicii orani

Calisma tamponundaki organik ¢oziicli oraninin ayrim iizerindeki etkisini incelemek
amaciyla, sirastyla %0, %5 ve %10 (h/h) oraninda izopropanol (IPA) igeren 35 mM SDS,
6 mM borat ve 10 mM fosfat tamponu (pH 9,00) hazirlanmistir. RFN, LMT ve ZNS
cozeltileri 15 kV potansiyel altinda tiger kez analiz edilmistir. Analiz siiresi ve analiz
sonucu elde edilen piklerin morfolojileri degerlendirilerek optimum organik ¢oziicii orani

belirlenmistir.
4.2.3.4. Potansiyel

Uygulanacak potansiyelin se¢ilmesi amaciyla, REN, LMT ve ZNS ¢ozeltileri optimum
kosullar altinda sirasiyla 12,5 kV, 15 kV ve 17,5 kV potansiyellerle iicer kez analiz
edilmistir. Analiz siliresi ve analiz sonucu elde edilen piklerin morfolojileri

degerlendirilerek optimum ¢alisma potansiyeli belirlenmistir.
4.2.4. Validasyon ¢alismalari

Gelistirilen KE yonteminin gegerliliginin gdsterilmesi amaciyla dogrusallik, kesinlik,

dogruluk, duyarlilik, saglamlik, spesifiklik ve kararlilik parametreleri incelenmistir.
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Validasyon hesaplamalarinda alan oranlari (AO) (AO = AlaNmadde/GO¢ zamanimadde)

kullantlmistir.
4.2.4.1. Dogrusallik

Analit derigimleri ile elde edilen sinyaller arasinda dogrusal iligskinin incelenmesi igin
RFN, LMT ve ZNS’nin 2,4x10° M- 2x10® M araliginda 11 farkl1 ¢ozeltisi hazirlanmustir.
Bu derisimler RFN icin 2,05x108 M, 4,1x10% M, 8,2x10® M, 1,64x10" M, 3,28x107’
M, 6,56x107 M, 1,31x10° M, 2,62x10° M, 5,24x10° M, 1,05x10° M ve 2,1x10° M,
LMT icin 1,9x108 M, 3,8x10®8 M, 7,62x108 M, 1,52x107 M, 3,05x10°" M, 6,09x107 M,
1,22x10° M, 2,44x10° M, 4,88x10° M, 9,76x10° M ve 1,96x10° M ve ZNS icin
2,29x10% M, 4,59x10® M, 9,18x10° M, 1,84x107 M, 3,67x107 M, 7,34x107" M,
1,47x10° M, 2,94x10° M, 5,88x10° M, 1,18x10° M ve 2,35x10°> M seklindedir. Bu 11

¢Ozelti optimum kosullar altinda analiz edilmistir.

Yontemin dogrusal oldugu araligin belirlenmesinin ardindan yontemin kalibrasyonu igin;
6,56x107 M, 1,31x10° M, 2,63x10° M, 525x10° M, 1,05x10° M, 2,1x10° M
derisimlerinde alt1 adet RFN ¢ozeltisi; 6,09x107 M, 1,22x10° M, 2,44x10% M, 4,88x10
&M, 9,75x10° M, 1,95x10° M derisimlerinde alt1 adet LMT ¢ozeltisi; 7,34x107 M,
1,47x10° M, 2,94x10° M, 5,88x10° M, 1,18x10° M, 2,35x10° M derisimlerinde alt:
adet ZNS c¢ozeltisi hazirlanmis ve bu ¢dzeltiler giin i¢i ve giinler aras1 olmak tlizere 3’er

kez analiz edilmistir.
4.2.4.2. Kesinlik

Yontemin tekrarlanabilirliginin belirlenmesi amaciyla; RFN, LMT ve ZNS’nin son
derisimleri sirasiyla 42x10° M, 3,94x10%, 4,7x10® M olacak sekilde hazirlanan

¢ozeltilerinin giin i¢i ve giinler aras1 olmak {izere 6’sar analizi ger¢eklestirilmistir.
4.2.4.3. Dogruluk

Yontemin dogrulugunun belirlenmesi amaciyla; 5,46x10° M, 4,62x10° M ve 3,78x10°
M derisimlerinde RFN, 5,12x10° M, 4,33x10° M ve 3,55x10® M derisimlerinde LMT
ve 6,11x10° M, 5,17x10° M ve 4,23x10° M derisimlerinde ZNS c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler giin i¢i ve giinler arasi olmak iizere 6’sar kez analizi

edilmistir.
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4.2.4.4. Duyarhihik

Yontemin  duyarlilik  ¢aligmalari, sinyal/giiriiltii  (S/N) oranlar1  kullanilarak
gergeklestirilmistir. Hesaplamalarda S/N oran1 LOD degeri i¢in 3,3, LOQ degeri i¢in 10

olarak kabul edilmistir.
4.2.4.5. Kararlihk

Yéntemin kararlilik ¢alismas icin son derisimleri sirastyla 5,25x10° M, 4,88x10° M ve
5,88x10° M olan RFN, LMT ve ZNS cozeltileri kullanilmistir. Bu amacla taze
hazirlanmis ¢ozelti ile +4°C’de 24 saat bekletilmis ve aliiminyum folyo ile sarili halde -
18°C’de 1 ay bekletilmis ¢ozeltileri ile 3’er analiz gergeklestirilmis ve elde edilen

sonugclar karsilastirilmistir.
4.2.4.6. Saglamhik

Yéntemin saglamlik ¢alismast igin son derisimleri sirastyla 5,25x10° M, 4,88x10° M ve
5,88x10° M olan RFN, LMT ve ZNS ¢ozeltileri optimum kosullarda kiigiik degisiklikler
yapilarak analiz edilmistir. Degistirilen kosullar anyonik yiizey aktif madde derigimi,
organik ¢Oziicii oran1 ve pH olarak belirlenmis ve her kosulda 3’er analiz yapilmistir.

Analiz sonuglar1 optimum kosullarla istatistiksel olarak karsilastirilmistir.
4.2.4.7. Spesifiklik

Yontemin spesifik oldugunu gostermek amaci ile yontemin uygulanacagi farmasotik

dozaj formlarinin matriks ortamlar1 analiz edilmistir.
4.3. YPSK Yontemi
4.3.1. Cihaz ile ilgili kosullar

YPSK yonteminde deteksiyon, DAD detektorii ile gergeklestirilmistir. Ayrim i¢in C18
kolon (4.6x100.0 mm, 3.5 pum i¢ c¢ap) kullanilmistir. Cihazin acilis yikamasinda,
kolondan oncelikle %50 asetonitril, devaminda ise %40 asetonitril gecisi saglanmistir.
Her analizden 6nce kolon 20 dakika boyunca hareketli faz ile yikanmistir. Kapanis igin,

kolon 20 dakika stireyle %40 asetonitril ile yikanmistir.
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4.3.2. Hareketli fazin hazirlanisi

Hareketli fazin hazirlanmasinda, 13.61 g potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO.) tartilmis
ve distile su ile 2 L hacmine ulasacak sekilde stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Tam bir
homojenlik saglamak i¢in bu ¢ozelti 10 dakika boyunca ultrasonik banyoda tutulmustur.
Stok c¢ozeltisinden seyreltmeler, su ile yapilmig ve pH ayari fosforik asit (HsPOa)
eklenerek gerceklestirilmistir. Olusan karisim, vakum altinda filtre edilip asetonitril ile
birlikte hareketli faz olarak kullanilmistir. Hazirlanan hareketli faz, analize baslamadan

once 15 dakika ultrasonik banyoda bekletilmistir.
4.3.3. Optimizasyon calismalari

Yontemde kullanilacak olan RFN, LMT ve ZNS ¢ozeltileri, KE yontemi i¢in hazirlanmis
stok cozeltilerinden gereken oranda yapilan seyreltmelerle elde edilmistir. YPSK
yonteminin optimizasyonu kapsaminda, dalga boyu, hareketli fazdaki tampon derisimi,
hareketli fazin pH degeri, hareketli fazdaki organik ¢oziicii oran1 ve akis hizi gibi kritik

parametreler incelenmistir.
4.3.3.1. Dalga boyu

Yontemde optimum uyarma ve yayma dalga boylarinin belirlenmesi amaciyla, 220-310
nm, 220-360 nm, 300-360 nm, 250-310 nm ve 250-360 nm araliginda RFN, LMT ve
ZNS’nin %18 asetonitril ve %82 50 mM fosfat tamponu (pH 4,0) iceren hareketli fazla
1,0 mL/dk akis hiz1 altinda tiger analiz yapilmistir. Analizler sonucunda elde edilen

piklerin morfolojisi ve pik alanlar1 degerlendirilerek optimum dalga boyu secilmistir.
4.3.3.2. Hareketli fazdaki tampon derigimi

Hareketli fazdaki optimum tampon derisiminin belirlenmesi i¢in, %18 asetonitril ve 30
mM, 40 mM ile 50 mM konsantrasyonlarda ii¢ farkli fosfat tamponu (pH=4,0) iceren
mobil faz hazirlanmistir. Bu ¢alisma tamponlari ile RFN, LMT ve ZNS’nin 1,0 mL/dk
akis hizinda iicer analiz yapilmistir. Analiz siiresi ve analiz sonucu elde edilen piklerin

morfolojileri degerlendirilerek optimum fosfat tamponu derisimi belirlenmistir.
4.3.3.3. Organik ¢oziicii orant

Hareketli fazdaki organik ¢oziicli oranini belirlemek i¢in 50 mM fosfat tamponu (pH=4,0)

ile %18, %20 ve %25 (h/h) asetonitril igeren ¢esitli hareketli fazlar hazirlanmistir. Bu
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hareketli fazlarla REN, LMT ve ZNS 1,0 mL/dk akis hizinda tiger kez analiz edilmistir.
Analiz siiresi ve analiz sonucu elde edilen piklerin morfolojileri degerlendirilerek uygun

organik ¢6zlicii orani belirlenmistir.
4.3.3.4. pH

Yontemde ayirim i¢in en uygun pH'1 belirlemek i¢in 50 mM fosfat tamponu pH'lari
sirasiyla 4,0, 4,5 ve 5,0 olarak ayarlanmistir. Bu kosullarda RFN, LMT ve ZNS 1,0 mL/dk
akis hiz1 altinda licer defa analiz edilmistir. Analiz siiresi ve analiz sonucu elde edilen

piklerin morfolojileri degerlendirilerek optimum pH'1 belirlenmistir.
4.3.3.5. Akis hiz

Yontemin optimum akis hizint belirlemek amaciyla %18 asetonitril ve 50 mM fosfat
tamponu (pH 4,0) igeren hareketli faz kullanilmistir. Bu mobil faz ile 0,80, 1,0 ve 1,2
mL/dk akis hizlarinda RFN, LMT ve ZNS tiger kez analiz edilmistir. Analiz siiresi ve
analiz sonucu elde edilen piklerin morfolojileri degerlendirilerek optimum akis hizi

belirlenmistir.
4.3.4. Validasyon

Gelistirilen yontemin gegerliliginin gosterilmesi amaciyla dogrusallik, kesinlik,
dogruluk, duyarlilik, saglamlik, spesifiklik ve kararlilik parametreleri incelenmistir.
Validasyon hesaplamalari i¢in alan oranlar1 (AO) (AO = AlaNmadde/GO¢ zamanimadde)

kullanilmistir.
4.3.4.1. Dogrusallik

Analit konsantrasyonu ile elde edilen sinyallerin dogrusal iliski gosterip gostermediginin
incelenmesi amaciyla 1,9x10° M- 1,9x10® M araliginda 11 farkli derisimde RFN, LMT
ve ZNS cozeltisi hazirlanmistir. RFN i¢in 2,05x108 M, 4,1x10°8 M, 8,2x108 M, 1,64x10"
™, 3,28x107 M, 6,56x107 M, 1,31x10° M, 2,62x10° M, 5,24x10° M, 1,05x10° M ve
2,1x10° M, LMT icin 1,9x10®8 M, 3,8x108 M, 7,62x108 M, 1,52x107 M, 3,05x107 M,
6,09x107 M, 1,22x10° M, 2,44x10° M, 4,88x10° M, 9,76x10° M ve 1,96x10° M ve
ZNS icin 2,29x108 M, 4,59x108 M, 9,18x10° M, 1,84x107" M, 3,67x107 M, 7,34x107"
M, 1,47x10° M, 2,94x10° M, 5,88x10° M, 1,18x10° M ve 2,35x10° M derisiminde

hazirlanan ¢6zeltiler optimum kosullar altinda analiz edilmistir.
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Calisilabilecek dogrusal araligin belirlenmesinin ardindan RFN’nin 6,72x107-3,36x10®
M, LMT’nin 3,15x107- 1,58x10® M ve ZNS’nin 7,25%107- 3,76x10° M derisimleri
arasinda 6 farkli ¢ozeltisi 3’er set olmak iizere hazirlanmis ve bu ¢ozeltilerin giin i¢i ve

glinler aras1 analizleri gergeklestirilmistir.
4.3.4.2. Kesinlik

Y&ntemin kesinliginin gosterilmesi icin sirastyla 2,1x10° M ve 1,97x10° M ve 2,35x10°
® M derisimde REN, LMT ve ZNS ¢ozeltileri hazirlanmis, bu ¢ozeltilerin giin i¢i ve giinler

arasi olacak sekilde analizleri gerceklestirilmistir.

4.3.4.3. Dogruluk

Yéntemin dogrulugunun belirlenebilmesi amaciyla son derisimleri 1,89x10°, 2,31x10°,
2,73x10° M RFN ve 1,77x10%, 2,17x10%, 2,56x10° M LMT ve 2,12x10°%, 2,59x10°,
3,06x10° M ZNS olacak sekilde 3 set RFN, LMT ve ZNS ¢ozeltileri hazirlanmustir. Her

set giin i¢i ve glinler aras1 olmak {izere 6’sar kez analiz edilmistir.
4.3.4.4. Duyarhilik

Yontemin  duyarhilik  ¢aligmalari, sinyal/glirtiltic  (S/N) oranlart  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Hesaplamalarda S/N oran1 LOD degeri i¢in 3,3, LOQ degeri i¢in 10

olarak kabul edilmistir.
4.3.4.5. Kararlilik

Kararlilik parametresinin incelenmesi amaciyla sirasiyla 2,1x10°% M, 1,97x10% M ve
2,35x10°% M derisimlerinde RFN, LMT ve ZNS c¢ozeltileri kullanilmistir. Taze
hazirlanmis, +4°C’de 24 saat bekletilmis ve aliiminyum folyo ile saril1 halde -18°C’de 1

ay bekletilmis ¢ozeltiler 3’er kez analiz edilmis ve elde edilen sonuglar karsilagtiriimustir.
4.3.4.6. Saglamlik

Saglamlik parametresinin incelenmesi amaciyla son derisimleri sirastyla 2,1x10% M,
1,97x10° M ve 2,35x10° M olan RFN, LMT ve ZNS ¢bozeltileri optimum kosullarda
kiiclik degisiklikler yapilarak analiz edilmistir. Degistirilen kosullar tampon derisimi,
hareketli fazin organik ¢6ziicii orani ve pH olarak belirlenmis ve her kosulda 3’er analiz

yapilmistir. Elde edilen sonuglar optimum kosullarla istatistiksel olarak karsilastirilmistir.
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4.3.4.7. Spesifiklik

Yontemin spesifik oldugunu gostermek amact ile yontemin uygulanacagi farmasotik

dozaj formlarinin matriks ortamlar1 analiz edilmistir.
4.4, Yontemlerin Uygulanmasi

Farmasotik dozaj formlarinin hazirlanmasi igin, 400 mg RFN, 25 mg LMT ve 100 mg
ZNS igeren ticari tabletler temin edilmistir. Her bir ilaca ait on tablet tartilmig ve ortalama
tablet agirlig1 belirlenmistir. Daha sonra tabletler ogiitiilerek toz haline getirilmis ve
tozlarin ortalama agirhig olgiilmiistiir. Tozlar metanol i¢inde ¢6ziilmiis ve karisim 10
dakika boyunca vorteks karistiricida karigtirllmistir. Bunu takiben, ¢ozeltiler 10 dakika
stireyle ultrasonik banyoda bekletilmis ve ardindan 4000 rpm'de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatant, kalibrasyon araligina uygun sekilde her iki yontem i¢in de uygun
seyreltme ¢ozeltisiyle seyreltilmistir. Son olarak, analiz 6ncesinde ¢ozeltiler 0,45 um'lik

bir filtre ile sliziilmiistiir.
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5. BULGULAR VE YORUM
5.1. KE Yontemi
5.1.1. Yontemin Optimizasyonu

KE yontemi ile yapilan analizlerde DAD detektor kullanilarak deteksiyon saglanmustir.
Literatiir incelendiginde, RFN, LMT ve ZNS’nin miktar tayini i¢in 210-325 nm arasinda
degisen cesitli dalga boylarinin tercih edildigi gozlemlenmistir. Bu ¢alismada, DAD
detektorde 200-325 nm araliginda elde edilen pikler degerlendirilmis ve {i¢ maddenin

analizinde 210 nm dalga boyunun en uygun segenek olduguna karar verilmistir.

Ayrim igin i¢ ¢apt 75 um olan, 40 cm efektif ve 48,5 cm toplam uzunlukta bir kapiler
tercih edilmistir. Calismalar boyunca kapiler sicakligr 25°C'de tutulmustur. Orneklerin
sisteme girisi, 10 saniye boyunca 50 mbar basing altinda gerceklestirilmistir. Y&ntem
optimize edilip valide edildikten sonra, gelistirilen yontem RFN, LMT ve ZNS igeren

farmasotik dozaj formlarina uygulanmistir.

RFN, LMT ve ZNS’nin KE yontemi ile miktar tayininde, her bir analit i¢in en uygun
analiz kosullar1 arastirllmistir. Bu amagla, analizde kullanilacak ¢alisma tamponunun
bilesimi ve derisimi, pH degeri, organik ¢dziicii oran1 ve uygulanan potansiyel gibi
parametreler incelenerek, en uygun ayrim kosullar1 belirlenmistir. Yontemin
optimizasyonu sirasinda REN, LMT ve ZNS’nin her biri i¢in son derisimi 4,0x10°¢ M

olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlanmistir.

RFN, LMT ve ZNS’nin es zamanli analizini saglamak i¢in, dncelikle pH 3-9 araliginda
cesitli tampon ¢ozeltileri kullanilmistir. pH 3,0, 6,0, 7,0 ve 8,0 i¢in fosfat tamponlari, pH

4,0 ve 5,0 icin asetat tamponu ve pH 9,0 i¢in borat tamponu hazirlanmstir.

Asidik kosullarda ZNS piki tespit edilirken, notr kosullarda ti¢ maddenin de sinyal
vermedigi goriilmiistiir. Bazik kosullarda ise yalnizca LMT pikine rastlanmistir. Bu
durum karsisinda, ¢aligma tamponuna anyonik bir siirfaktan olan SDS eklenmesiyle {i¢
maddenin piklerinin gézlemlenebilecegi ongorillmiistiir. Elektrozmotik akisin ayrimi
destekleyecegi diisiiniilerek, bazik ortamda borat tamponuna SDS ilave edilmistir; ancak
bu durumda RFN piki gozlemlenememistir. Antiepileptiklerin KE yontemi ile

analizlerine ait literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde hem asidik hem bazik tuz i¢eren
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tampon kullanimin ayrimi iyilestirildigi goriilmiistir (Kuldvee ve Thormann, 2001).
Literatiirdeki bu bilgiler 1s181nda anyonik siirfektan (SDS) iceren bir borat-fosfat karisimi
tamponu hazirlanmis ve ii¢ maddenin de piki gozlenmistir. On denemeler sonucu ayrim

saglanmis ve ¢alisma bu temele dayandirilirmistir.
5.1.1.1. Tampon bilesimi ve derisimi

Tampon bilesimi ve derisimini belirlemek i¢in sirastyla 25, 30, 35 ve 40 mM SDS iceren
6 mM borat- 10 mM fosfat tamponu (pH 9,00) hazirlanmistir. 10° M derisimindeki RFN,
LMT, ZNS ¢ozeltilerinin 15 KV potansiyel uygulanarak 3’er analizi gerceklestirilmistir.
Sekil 5.1’de sunulan elektroferogramlar incelendiginde SDS derisimi arttik¢a ayirimda
iyilesme oldugu gozlenmistir. Ancak artan SDS derisimi akimin yiikselmesine sebep

oldugu icin optimum SDS derisimi 35 mM olarak belirlenmistir.

Sekil 5.1

Calisma tamponunda anyonik stirfaktan derigimi incelemesi

@)

(b)

©

@

(a: 25 mM, b: 30 mM, c: 35 mM, d: 40 mM)
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Tampon derisimini belirlemek amaciyla 35 mM SDS igeren 3 mM, 6 mM ve 9 mM
derisimde 3 ayr1 borat- 10 mM fosfat tamponu (pH 9,00) hazirlanmis ve 10° M
diizeyindeki RFN, LMT ve ZNS c¢ozeltilerinin 15 kV potansiyel uygulanarak 3’er analizi
gerceklestirilmistir.  Sekil 5.2°de verilen bu analizler sonucunda elde edilen
elektroferogramlar incelendiginde borat derisimi arttik¢a baseline ve pik morfolojisinin
diizeldigi ancak analiz siiresinin uzadigi goriilmiistiir. Bu nedenle borat derisiminin 6 mM

olmasina karar verilmistir.

Sekil 5.2
Calisma tamponunda borat derisimi incelemesi
e ﬁ =
3 Il
fu_ i [
II‘!I I':'\ ‘,I |
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\
\ |
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(a: 3mM, b:6 mM, c:9 mM)

Fosfat derisimini belirlemek amaciyla 35 mM SDS i¢eren 6 mM borat- 5 mM, 10 mM ve
15 mM derisimde 3 ayr1 fosfat tamponu (pH 9,00) hazirlanmistir. 10® M diizeyindeki
RFN, LMT ve ZNS ¢ozeltilerinin 15 kV potansiyel uygulanarak 3’er analizi
gerceklestirilmistir. Sekil 5.3’te bu analizler sonucunda elde edilen elektroferogramlar
incelendiginde pik morfolojileri agisindan en uygun fosfat derisiminin 10 mM oldugu

goriilmiis ve optimizasyon ¢alismalarinin bu derisimde devam etmesine karar verilmistir.
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Sekil 5.3

Calisma tamponunda fosfat derigimi incelemesi

f (b)

(©)

(a:5 mM, b:10 mM, c¢:5 mM)

Tampon derisimindeki genel artisla beraber gé¢ zamanlari da artmistir. Bununla birlikte

akim da yiikselmistir. Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde optimizasyon ¢alismalarina

35 mM SDS igeren 6 mM borat- 10 mM fosfat tamponu kullanarak devam edilmesi uygun

gorilmiistiir.

5.1.1.2. pH

Calisma tamponu pH’inin, RFN, LMT ve ZNS’nin elektroforetik davraniglarini nasil

etkiledigini gozlemlemek i¢in pH’1 8,50, 9,00 ve 9,50 olan 35 mM SDS iceren 6 mM

borat- 10 mM fosfat tamponu hazirlanmistir. Farkli pH’larda hazirlanan bu tamponlar
kullanilarak RFN, LMT ve ZNS 3’er defa analiz edilmistir. Sekil 5.4’te bu analizler

sonucu elde edilen elektroferogramlar gosterilmektedir.
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Sekil 5.4

Calisma tamponu pH incelemesi

@)

i (b)

(a:8,50, b:9,00, c:9,50)

pH’1 8,50 olan caligma tamponunun kullanildigi analizlerde analiz siiresinin uzadigi
gbzlemlenmistir. pH 9,50°de ise LMT ve ZNS’nin pik alaninda azalma meydana geldigi
goriilmektedir. Bu veriler 1s183inda pH’1 9,00 olarak ayarlanan calisma tamponunun

kullanilmasina karar verilmistir.
5.1.1.3. Organik ¢éziicii

Calisma tamponuna eklenen organik ¢oziiciiniin ayrima katkisint gézlemlemek igin %0,
%5, %10 (h/h) oraninda IPA igeren 35 mM SDS igeren 6 mM borat-10 mM fosfat
tamponu (pH 9,00) hazirlanmistir. RFN, LMT ve ZNS c¢ozeltileri 15 kV potansiyel
uygulanarak 3’er defa analiz edilmistir. Sekil 5.5’te bu analizler sonucu elde edilen

elektroferogramlar gosterilmektedir.
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Sekil 5.5

Calisma tamponunda organik ¢éziicii orani incelemesi

S —

5 @

(b)

(a: 0, b:5, c:10)

Calisma tamponundaki organik ¢6ziicii miktarinin artig1 ile pik morfolojisinde iyilesme
meydana gelmis, ancak ayirim olumsuz etkilenmistir. En diistik diizeyde organik ¢oziicii
bulunmasi ile pik morfolojisinde iyilesme meydana geldigi ve Rs degeri kabul edilebilir

siirda kaldigi igin; %5 (h/h) oraninda organik ¢6ziicii kullanilmasina karar verilmistir.
5.1.1.4. Uygulanan potansiyel

Analiz sirasinda uygulanacak potansiyelin belirlenmesi amactyla RFN, LMT ve ZNS
¢ozeltileri 35 mM SDS igeren 6 mM borat- 10 mM fosfat tamponu (pH 9,00) ile 12,5 kV,
15 kV ve 17,5 kV potansiyel uygulanarak 3’er defa analiz edilmistir. Sekil 5.6’da bu

analizler sonucu elde edilen elektroferogramlar gosterilmektedir.
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Sekil 5.6
Uygulanan potansiyelin incelemesi

- i (a)

- e e e g (o)

(a:12,5kV, b:15kV, ¢:17,5 kV)

KE yodnteminde, miimkiin olan en yiiksek potansiyelin uygulanmasi, ayrimlarin en kisa
siirede gerceklesmesini saglar. Bu ¢alismada da potansiyel arttikca analiz siirelerinin
kisaldig1 gézlemlenmistir. Ancak, yiliksek potansiyelin neden olabilecegi Joule 1sinmasi
sorunlarint 6nlemek amaciyla, ¢alisgma 15,0 kV potansiyelde yiiriitilmeye karar

verilmistir.
5.1.1.5. i¢ standart

Incelenen parametreler sonucunda RFN, LMT ve ZNS ‘nin 35 mM SDS iceren 6 mM
borat- 10 mM fosfat tamponu %5 IPA (pH 9,00) ve 15,0 kV potansiyel uygulanarak analiz
edilmesi sonucu optimum kosullarin saglandigi goriilmiistiir. Deneyin en uygun kosullar
belirlendikten sonra, yontemin giivenilirligini artirmak amaciyla bir i¢ standart (IS)
arastirilmas1  yapilmustir.  Incelenen ilaglar (lakozamit, almotriptan, eletriptan,
frovatriptan, telmisartan, benidipin, granisetron ve zofenopril) i¢cinde gé¢ zaman1 ve pik
morfolojisi bakimindan uygun bir aday tespit edilememistir. Bu sebeple, ¢aligmada IS

kullanilmamasi yoniinde karar alinmigtir.

Optimum kosullar altinda analiz edilen REN, LMT ve ZNS’ye ait elektroferogram Sekil

5.7°de sunulmustur.
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Sekil 5.7
Optimum kosullar altinda ZNS, RFN ve LMT ‘ye ait elektroferogram

Al
&

e e e e e, P A N S S S S

Optimum kosullar uygulandiginda ZNS, RNF ve LMT ’nin go¢ zamani sirastyla 5,99 dk,
6,77 dk ve 8,46 dk olarak belirlenmistir.

5.1.2. Validasyon

Optimum kosullarin belirlenmesinin ardindan gelistirilen yontemin gegerli oldugunu
gostermek i¢in yontemin dogrusallik, kesinlik, dogruluk, duyarlilik, kararlilik, spesifiklik
ve saglamlik parametreleri incelenmistir. Hesaplamalarda AO degerlerinden
yararlanilmigtir. Ek olarak sistem uygunluk parametrelerinden tabaka sayisi (N), Rs ve

asimetri faktorii (As) hesaplanmistir.
5.1.2.1. Dogrusallik

Yontemin dogrusallik caligmalari kapsaminda; sirasiyla 2,05x1 08 M-2,1x10°M, 1,9x10°
8.1,96x10° M, 2,29x10%-2,35%x10° M derisim araliklarinda 11°er farkli REN, LMT ve
ZNS c¢ozeltisi hazirlanmustir. Istatistiksel degerlendirmelerin sonuglari incelendiginde
RFN icin yontemin 6,56x107-2,1x10° M araliginda dogrusal oldugu belirlenmis ve
yiiksek korelasyon katsayisina sahip (r=0,9999) bir dogru (y = 156731x + 0,0163) elde
edilmisgtir. LMT igin ydntemin 6,09x107- 1,95x10° M araliginda dogrusal oldugu
belirlenmis ve yiiksek korelasyon katsayisina sahip (r=0,9999) bir dogru (y = 321528x-
0,0344) elde edilmistir. ZNS i¢in yontemin 7,34x107- 2,35x10° M araliginda dogrusal
oldugu belirlenmis ve yliksek korelasyon katsayisina sahip (r=0,9999) bir dogru (y =
99772x- 0,0055) elde edilmistir. Sekil 5.8’de elde edilen bu dogrular sunulmustur.
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Sekil 5.8
KE yonteminde RFN, LMT ve ZNS 'nin dogrusal oldugu araligin grafiksel gosterimi

8
y =321528x - 0,0344

7 R*=0,9999
6 W
5
y = 156731x + 0,0163
4 Rf= 0.9999 ®LMT
3 [ ® @ RFN
ZNS
2 P
. e y =99772x - 0,0055
1 ° ® R?=0,9999
o k—*
0 | ¢
0,00E+00 5,00E-06 1,00E-05 1,50E-05 2,00E-05 2,50E-05

Calisilabilecek dogrusal araligin belirlenmesinin ardindan RFN’nin 6,56x107-2,1x107
M, LMT’nin 6,09%107- 1,95x10° M ve ZNS’nin 7,34x107- 2,35x10° M derisimleri
arasinda 6 farkli ¢ozeltisi 3’er set olmak iizere hazirlanmis ve bu ¢ozeltilerin giin ici ve
giinler aras1 analizleri gergeklestirilmistir. Analiz sonuglarina ait istatistiksel

degerlendirmeler Tablo 5.1, 5.2 ve 5.3’de sunulmustur.

Tablo 5.1

RFN 'nin KE yéontemi ile kalibrasyon verileri

Giinler arasi

Tiim Giinler (n=18)

Giin I (n=6) Giin II (n=6) Giin I (n=6)
a 155904 155891 155838 155878
b 0,0148 0,01499 0,01508 0,01496
r 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999

a: Egim, b: Kesim, r: Korelasyon katsayisi
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Tablo 5.2. LMT 'nin KE yontemi ile kalibrasyon verileri

Giinler aras1

Tiim Giinler (n=18)

Giin I (n=6) Giin II (n=6) Giin III (n=6)
a 309202 310814 307326 309114
b 0,0033 -0,0035 0,0088 0,0028
r 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999

a: Egim, b: Kesim, r: Korelasyon katsayis1

Tablo 5.3

ZNS nin KE yontemi ile kalibrasyon verileri

Giinler aras1

Tiim Giinler (n=18)

Giin I (n=6) Giin I (n=6) Giin 111 (n=6)
a 99453 98758 99534 99248
b -0,0044 -0,0019 -0,0047 -0,0037
r 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999

a: Egim, b: Kesim, r: Korelasyon katsayisi

Istatistiksel degerlendirmeler incelendiginde giin igi ve giinler aras1 yapilan ¢alismalarda
kesim noktalarinin sifira olduk¢a yakin oldugu ve yiiksek korelasyon katsayisina sahip

dogrular elde edildigi goriilmektedir.
5.1.2.2. Kesinlik

Yontemin kesinliginin gsterilmesi igin sirastyla 4,2x10° M ve 3,94x10° M ve 4,7x10®
M derisimde RFN, LMT ve ZNS ¢ozeltileri hazirlanmis, bu ¢ozeltilerin giin i¢i ve giinler
aras1 olacak sekilde analizleri gerceklestirilmistir. Istatistiksel degerlendirmelerin

sonuclar1 Tablo 5.4, 5.5 ve 5.6’da sunulmustur.
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Tablo 5.4

RFN nin KE yontemi ile tekrarlanabilirlik verileri

Giinler arasi

Tiim Giinler (n=18)

GinI(=6)  GiinII (n=6) Giin I1I (n=6)
Oort 0,715 0,713 0,714 0,714
ss 0,008 0,006 0,007 0,007
%BSS 1,056 0,897 0,923 0,912
GA (%95) +0,037 +0,032 +0,0323 +0,047

Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA (%95): %95 olasilikla giiven araligi

Tablo 5.5

LMT ‘nin KE yontemi ile tekrarlanabilirlik verileri

Giinler aras1

Tiim Giinler (n=18)

GinI(®=6)  GiinII (n=6) Giin III (n=6)
Ort 1,163 1,160 1,165 1,163
ss 0,006 0,007 0,006 0,006
%BSS 0,509 0,610 0,508 0,545
GA (%95) +0,029 +0,035 +0,029 +0,047

Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA (%95): %95 olasilikla giiven araligi

Tablo 5.6

ZNS nin KE yontemi ile tekrarlanabilirlik verileri

Giinler aras1

Tiim Giinler (n=18)

GinI(®n=6)  Giin II (n=6) Giin III (n=6)
Ort 0,552 0,553 0,549 0,551
ss 0,008 0,006 0,004 0,006
%BSS 1,411 1,151 0,716 1,113
GA (%95) +0,039 +0,031 +0,019 +0,045

Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA (%95): %95 olasilikla giiven araligi

35



Istatistiksel degerlendirmelerin sonuglari incelendiginde tiim %BSS degerlerinin %2’ nin
altinda kaldig1 goriilmiis ve gelistirilen yontemin ti¢ maddenin analizi i¢in de kesin oldugu
gosterilmistir.

5.1.2.3. Dogruluk

Gelistirilen yontemin dogruluk c¢alismalart igin 3,78x10°, 4,62x10°, 5,46x10° M
derisimlerinde RFN ¢ozeltisi, 3,55x107%, 4,33x107%, 5,12x10° M derisim diizeylerinde
LMT c¢ozeltisi ve 4,23x10°, 517x10F, 6,11x10°% M derisim diizeylerinde ZNS
¢ozeltisinin giin ici ve giinler aras1 6’sar analizi gergeklestirilmistir. Istatistiksel

degerlendirmelerin sonuglar1 Tablo 5.7, 5.8 ve 5.9’da sunulmustur.
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Tablo 5.7

RFN 'nin KE yontemi ile dogruluk verileri

Eklenen (M) 3,78x10 4,62x10° 5,46x106
? Bulunan (Ortzss) | 3,89x10°+1,92x108 | 4,66x10°+ 3,38x108 5,71x10°+1,88x108
:; % Geri Kazanmim 103,11 100,78 104,59
:"D % BH 2,91 0,87 4,58
% BSS 0,49 0,73 0,33
Eklenen (M) 3,78x10° 4,62x10° 5,46x10°
? Bulunan (Orttss) |3,91x10°5+ 1,97x10%|4,67x10%+3,79x108| 5,7x10%+1,14x10®
g % Geri Kazanim 103,12 100,87 104,31
on
= % BH 3,44 1,08 4,4
% BSS 0,51 0,81 0,2
Eklenen (M) 3,78%10°8 4,62x10° 5,46x10°6
? Bulunan (Ortzss) |3,92x10%+ 1,92x10® | 4,65x10%+ 3,24x108|5,69x10°+ 9,97x10°
=
% % Geri Kazanim 103,09 100,55 104,13
= %BH 37 0,65 4,21
% BSS 0,49 1,61 0,18
Eklenen (M) 3,78x10°8 4,62x107° 5,46x10°8
E Bulunan (Orttss) | 3,9x10%+ 1,82x108 |4,65x105+ 3,33x108| 5,7x10%+1,68x10®
% % Geri Kazanim 103,11 100,73 104,34
k)
:g % BH 3,17 1,61 4.4
=
% BSS 0,47 0,72 0,29
n: Deney sayisi, Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BH: Bagil hata, BSS: Bagil standart sapma
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Tablo 5.8
LMT'nin KE yontemi ile dogruluk verileri

Eklenen (M) 3,55x10° 4,33x10° 5,12x10°
? Bulunan (Orttss) | 3,45x10%+ 1,74x108 | 4,3x10%+2,82x10° | 5,06x10+5,33x10°
;;T % Geri Kazamim 97,17 99,29 98,83
:f’ % BH 2,82 0,69 1,17
% BSS 0,51 0,07 0,11
Eklenen (M) 3,55%1076 4,33x10°® 5,12x10°6
’l'uls Bulunan (Orttss) | 3,45x10°°+£1,62x108 | 4,3x105+8,08x10° | 5,06x106+1,18x108
; % Geri Kazanim 97,25 99,29 98,83
on
= % BH 2,82 0,69 1,17
% BSS 0,47 0,19 0,23
Eklenen (M) 3,55x10 4,33x10°6 5,12x106
© Bulunan (Ortiss) | 3,44x10+1,79x10 | 4,3x10°+7,78x10° | 5,07x10°%+1,19x10°
=
%; % Geri Kazanim 97,15 99,29 98,84
E.' % BH 31 0,69 0,98
% BSS 0,52 0,18 0,23
Eklenen (M) 3,55x106 4,33x10°® 5,12x108
E Bulunan (Orttss) | 3,45x10°%+£1,62x108 | 4,3x105+6,27x10° | 5,06x106+9,44x10°
é: % Geri Kazanim 97,19 100,73 98,83
:g % BH 2,82 0,69 1,17
] % BSS 0,47 0,15 0,19

n: Deney sayisi, Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BH: Bagil hata, BSS: Bagil standart sapmal
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Tablo 5.9
ZNS'nin KE yontemi ile dogruluk verileri

Eklenen (M) 4,23x10°® 5,17x10°® 6,11x10®
? Bulunan (Ortss) |4,43x10°+ 1,69x10®|5,35x10°+ 3,82x10%| 6,33x10°+2,19x108
;;T % Geri Kazanmim 104,75 103,58 103,63
':P % BH 4,73 3,48 3,6
% BSS 0,38 0,71 0,35
Eklenen (M) 4,23x10°® 5,17x10® 6,11x10®
’l'uls Bulunan (Ortss) | 4,42x10%+ 1,8x108 | 5,36x10%+2,8x108 | 6,34x10°+1,94x108
; % Geri Kazanim 104,43 103,61 103,70
&o
= % BH 4,49 3,68 38
% BSS 0,41 0,52 0,31
Eklenen (M) 4,23x10°® 5,17x10® 6,11x10®
? Bulunan (Orttss) |4,43x10°+2,01x10®|5,34x10°+ 2,54x10%| 6,34x10%+ 1,9x108
=
%; % Geri Kazanim 104,73 103,32 103,71
E % BH 4,73 3,29 38
% BSS 0,45 0,48 0,3
Eklenen (M) 4,23x10°® 5,17x10® 6,11x10®
E Bulunan (Ortss) |4,43x10%+ 1,84x10®| 5,35x10%+ 3,0x108 | 6,34x10°+1,91x108
é: % Geri Kazanim 104,64 103,5 103,68
g % BH 4,73 3,48 38
) % BSS 0,42 0,56 0,31
n: Deney sayisi, Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BH: Bagil hata, BSS: Bagil standart sapmal

Istatistiksel degerlendirme sonuglari incelendiginde, ii¢ madde icin de tiim derisimlerde
%geri kazanim degerlerinin %97,15 ile %104,75 arasinda oldugu belirlenmistir. Ayrica,
hesaplanan %BSS degerlerinin %2’nin altinda kaldig1 gozlemlenmistir. Bu bulgular,
gelistirilen yontemin analiz edilen maddeler i¢in yiiksek dogruluk ve kesinlik sagladigin

ortaya koymaktadir.
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5.1.2.4. Duyarhihk

Calismanin duyarliliginin belirlenmesi amaciyla yapilan hesaplamalarda S/N oranlar
kullanilmistir. KE yonteminin tayin simir1 (LOQ) degerleri RFN, LMT ve ZNS i¢in
strastyla 2,06x107 M (0,0523 ug /mL), 7,95x10% M (0,023 pg /mL) ve 4,89x107 M
(0,116 pg /mL) olarak bulunmustur. Gézlenebilme sinir1 (LOD) degerleri ise RFN, LMT
ve ZNS i¢in sirasiyla 6,86x 1078 M (0,016 pg/ml) 2,65%107% M (0,007 ug/ml) ve 1,63x1077
M (0,035 pg/ml) olarak hesaplanmistir.

5.1.2.5. Kararlilik

Yontemin kararliliginin incelenmesi amaciyla taze hazirlanan RFN, LMT ve ZNS
¢ozeltilerinin analizinden elde edilen sonuglar -18°C’de karanlikta 1 ay bekletilmis ve
+4°C’de karanlikta 24 saat bekletilmis RFN, LMT ve ZNS ¢ozeltilerinin analizinden elde
edilen sonuclar ile karsilastirilmgtir. Istatistiksel degerlendirmelere ait sonuclar Tablo

5.10’da verilmistir.

Tablo 5.10
KE yonteminde RFN, LMT ve ZNS 'nin kararlilik verileri

Taze cozelti 24 saat 1ay

Ort (n=3) 0,835 0,823 0,822

Z ss 0,36 0,44 0,08
o % BSS 0,36 0,45 0,08

% Geri kazanim 99,50 98,01 97,97

Ort (n=3) 1,49 1,481 1,481

E ss 0,19 0,04 0,19
- % BSS 0,19 0,04 0,2

% Geri kazanim 97,25 96,69 96,66

Ort (n=3) 0,567 0,573 0,578

% Ss 0,95 0,29 0,23
N % BSS 0,97 03 023

% Geri kazanim 97,65 98,67 99,42

Ort: Ortalama, n: Deney sayisi, ss: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma

Hesaplanan %BSS ve %geri kazanim degerleri dogrultusunda, incelenen zaman

diliminde RFN, LMT ve ZNS ¢6zeltilerinin kararli oldugu goriilmektedir.
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5.1.2.6. Saglamlik

Yontemin saglamliginin  incelenmesi i¢in optimum kosullarda yapilan kiigiik
degisikliklerin analizi nasil etkiledigi incelenmistir. Yapilan analizlerin sonuglar
optimum kosullarda yapilan analizlerin sonuglari ile istatistiksel olarak karsilagtiriimistir.

Istatistiksel degerlendirmelere ait sonuglar Tablo 5.11°de sunulmustur.

Tablo 5.11

KE yonteminin saglamlik verileri

RFN LMT ZNS
Anyonik  Organik
sirfaktan  goziici  pH Ot oBss O™ oess O™ oeBss
L (n=3) (n=3) (n=3)
derisimi orani
Optimum 35 %5 90 0825 078 1523 067 0575 098
Kosullar
1. Kosul 34 %5 9,0 0,822 1,37 1,519 0,85 0,568 0,56
2. Kosul 36 %5 9,0 0,826 1,02 1,525 1,04 0,579 0,76
3. Kosul 35 %4 9,0 0,824 0,59 1,524 0,88 0,574 1,14
4. Kosul 35 %6 9,0 0,825 0,41 1,525 1,26 0,572 1,28
5. Kosul 35 %5 8,9 0,826 0,53 1,522 1,41 0,573 1,07
6. Kosul 35 %5 9,1 0,823 0,76 1,526 0,65 0,576 0,87

Hesaplanan %BSS degerlerinin %2’den kii¢iikk olmasi, yontemin yapilan kiiciik

degisikliklerden etkilenmedigi ve saglam bir yontem oldugunu gostermektedir.
5.1.3. Sistem uygunluk testleri

KE yo6nteminin sistem uygunlugunu gostermek igin hesaplanan parametreler ve kabul

smirlar1 Tablo 5.12°de verilmistir.
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Tablo 5.12
KE yonteminde RFN, LMT ve ZNS nin sistem uygunluk verileri

N Rs As

REN LMT ZNS REN | LMT | ZNS

Hesaplanan Deger | 330693 | 333743 | 329305 | 12,29 | 6,01 | 1,05 | 1,08 | 1,08

Kabul Sinir >2000 >1,5 0,95<As<1,2

N: Tabaka sayist, Rs: Ayrim giicii, As: Asimetri faktorii

Yapilan hesaplamalarin sonuglari incelendiginde gelistirilen yontem i¢in hesaplanan
sistem uygunluk parametrelerinin ii¢ madde i¢in de kabul smirlarinin iginde oldugu ve

yontemin sistem uygunlugunu sagladigi goriilmektedir.
5.2. YPSK Yontemi

Gelistirilen KE yontemini karsilastirmak i¢in sivi kromatografik bir yontem
gelistirilmistir. Bu yontemde yapilan analizlerde deteksiyon i¢in DAD detektor
kullanilmistir. KE yonteminde IS kullanilmadigi i¢in bu yontemde de kullanilmamastir.
Yontemin optimize ve valide edilmesinin ardindan gelistirilen yontem RFN, LMT ve
ZNS igeren farmasétik dozaj formlarina uygulanmistir ve elde edilen sonuglar KE

yontemi ile karsilastirilmistir.
5.2.1. Optimizasyon

YPSK yonteminde optimizasyon caligmalari kapsaminda organik c¢oziicii ylizdesi,
hareketli fazdaki tampon derisimi, pH, akis hizi ve dalga boyu parametreleri

incelenmistir.
5.2.1.1. Organik ¢oziicii yiizdesi

Hareketli fazdaki organik ¢6ziicii (asetonitril) oranina karar verebilmek igin %15, %20
ve %18 oranlarinda asetonitril igeren hareketli fazlar hazirlanmistir. Akis hizi 1,0
mL/dk’da sabit tutulmustur. Bu analizlere ait kromatogramlar siras1 ile Sekil 5.9’da

gosterilmektedir.
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Sekil 5.9
Hareketli fazdaki organik ¢oziicii oraninin incelenmesi

3

(a: %15, b: %20, c: %18)

f
i

Elde edilen sonuglar incelendiginde organik ¢Oziicli oraninin artmasiin alikonma
zamanini arttirdigl ancak ayirmmi iyilestirdigi goézlenmektedir. Yapilan caligmalar

sonucu optimum organik ¢dziicii oraninin %18 olduguna karar verilmis ve ¢aligmalara

bu oranda asetonitril ile devam edilmistir.

5.2.1.2. Hareketli fazdaki tampon derisimi

Hareketli fazdaki tampon derisiminin belirlenmesi amaciyla %18 asetonitril ve %82
fosfat tamponu (pH 4,0) (30 mM, 40 mM ve 50 mM) i¢eren mobil faz hazirlanmis ve
RFN, LMT ve ZNS bu kosullarda analiz edilmistir. Akis hiz1 1,0 mL/dk’da sabit

tutulmustur. Sekil 5.10°da bu analizler sonucu elde edilen kromatogramlar

gosterilmektedir.
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Sekil 5.10

Hareketli fazdaki tampon derisiminin incelenmesi

(@)

(©)

(a:30 mM, b:40 mM, ¢:50 mM)

Tiim tampon derisimlerinin incelenmesi sonucunda diizgiin pik morfolojileri ve uygun

alikonma zamanlari elde edilmistir. Hareketli fazdaki tampon derisimi arttik¢a alikonma

zamanlarinin bir miktar azaldigi gozlenmistir. Tampon derisimini azaltmak ise pik

morfolojisi veya ayrim iizerinde bir iyilesme saglamamistir. Bu nedenle, optimum

derisim olarak en yliksek derisim olan 50 mM fosfat tamponu secilmistir.

5.2.1.3. pH

Tampon derisimi ve organik c¢oziicii orami belirlenen hareketli fazin pH’inin

belirlenmesi amaciyla 50 mM fosfat tamponunun 4,0, 4,5 ve 5,0 pH diizeyinde 50 mM

fosfat tamponu hazirlanmis ve analizler belirlenen bu pH’larda yapilmistir. Akis hizi

1,0 mL/dk’da sabit tutulmustur. Bu analizlere ait kromatogramlar Sekil 5.11’de

sunulmustur.
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Sekil 5.11

pH incelenmesi

i (@)
J |
‘. ‘ = [ o i
| ‘ (b)
T |
w Ak
(c)

I

(a:4,0, b:4:,5, ¢:5,0)

Analiz sonucu elde edilen veriler incelendiginde pH artisinin alikonma zamanint 6nemli
Ol¢iide etkilemedigi gozlenmistir. Ancak pH azaldik¢a ayirimda iyilesme meydana
geldigi gozlenmistir. En iyi ayirmin gozlendigi pH olan pH 4,0 optimum pH olarak

secilmistir.
5.2.1.4. Akig hizz

Hareketli fazin optimum akis hizini belirlemek i¢in analizler 0,8, 1,0 ve 1,2 mL/dk akis

hizlarinda yapilmustir. Bu analizlere ait kromatogramlar Sekil 5.12°de gosterilmektedir.
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Sekil 5.12

Akis hizi incelenmesi

(a)
” { ¥R A I O
| (b)

a.

\ '
(©)

(a: 0,8 mL/dk, b:1,0 mL/dk, c: 1,2 mL/dk)

Tim incelenen akis hizlarinda RFN, LMT ve ZNS i¢in uygun alikonma zamanlar1 ve

diizgiin pik morfolojilerinin elde edildigi goriilmektedir. Toplam analiz siiresi de

dikkate alinarak, optimum akis hiz1 1,0 mL/dk olarak se¢ilmistir.

5.2.1.5. Dalga boyu

RFN, LMT ve ZNS’nin optimum uyarma ve yayma dalga boylariin belirlenmesi i¢in

farkli dalga boylarinda analizler yapilmistir. Cesitli dalga boylarinda goézlenen

kromatogramlar Sekil 5.13’te verilmistir.
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Sekil 5.13

Dalga boyu incelenmesi

POPT.KOSUL| DAD1A Sig=210,4 Ref=350,100 POPT. KO SUL | DADIC,Sig=200,4 Ref=off POPT.KOSUL| DAD1D,Sig=276,4 Ref=off [POPT.KOSUL| DAD1E Sig=215 4 Ref=0ff

80 85 9.0 95 100 105 110 s 120 125 130 135

65 70 75
Retention time [min]

Ug maddenin de piklerinin gériildiigii, pik alan1 ve pik morfolojisi bakimimdan optimum
dalga boyu olarak 210 nm olarak se¢ilmis ve ¢aligmada analizler bu dalga boyunda

gerceklestirilmistir.

Yapilan tiim analizler sonucu parametreler incelendiginde YPSK yonteminin optimum
calisma kosullari; 210 nm dalga boyunda deteksiyon, %18 asetonitril ve %82 fosfat
tamponu (50 mM; pH 4,0) igeren hareketli faz ve 1,0 mL/dk akis hizi olarak
belirlenmistir. Optimum kosullarda yapilan analiz sonucu elde edilen kromatogram

Sekil 5.14’te sunulmaktadir.

Sekil 5.14
Optimum kosullar altinda RFN, LMT ve ZNS ' ye ait kromatogram

» OPT. KOSUL | DAD1A,Sig=210,4 Ref=360,100 | 2024-01-28 12-15-52+03-00-01.dx
11
10 <~ LMT
=1
= ZNS
= :
. © = RFN
2
2
5
2
@
2
o
]
1 3 4 5 7 9

5.2.2. Validasyon

Optimum kosullarin belirlenmesinin ardindan gelistirilen yontemin gegerli oldugunu

gostermek icin yontemin dogrusallik, kesinlik, dogruluk, duyarlilik, kararlilik, spesifiklik
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ve saglamlik parametreleri incelenmistir. Hesaplamalarda AO degerlerinden
yararlanilmistir. Ek olarak sistem uygunluk parametrelerinden tabaka sayist (N), Rs ve

asimetri faktorii (As) hesaplanmustir.
5.2.2.1. Dogrusallik

Yéntemin dogrusallik calismalari kapsaminda; 2,05x108 M- 4,2x10®° M araliginda 11
farkli RFN ¢ozeltisi, 1,9x108-1,95x10° M araliginda 11 farkli LMT ¢ozeltisi, 2,29%10°
8.2,35x10° M araliginda 11 farkli ZNS ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerin
analiz sonuglar1 istatistiksel olarak degerlendirildiginde; RFN i¢in yontemin dogrusal
oldugu aralik 6,72x107-3,36x10° M olarak belirlenmis ve yiiksek korelasyon katsayisina
sahip (r=0,9999) bir dogru (y = 839216x + 0,0116) elde edilmistir. LMT i¢in yontemin
dogrusal oldugu aralik 3,15x107- 7,88x10° M olarak belirlenmis ve yiiksek korelasyon
katsayisina sahip (r=0,9999) bir dogru (y = 3866514x - 0,0301) elde edilmistir. ZNS i¢in
yontemin dogrusal oldugu aralik 7,25x107- 9,40x10® M olarak belirlenmis ve yiiksek
korelasyon katsayisina sahip (r=0,9999) bir dogru (y = 713174x - 0,0129) elde edilmistir.

Sekil 5.15’te elde edilen bu dogrular sunulmustur.

Sekil 5.15
YPSK yonteminde RFN, LMT ve ZNS 'nin dogrusal oldugu araligin grafiksel gdsterimi
40
y = 3.866.514x - 0,0301
35 R?*=0,9999
30 o
25
20 o LMT
@ RFN
o 839216x + 0,0116
L o b ZNS
10 R*=0,9999
5 _» p
_o® y=713174x + 0,0129
<
0 ] z R?=0,9999

0,00E+001,00E-06 2,00E-06 3,00E-064,00E-06 5,00E-06 6,00E-06 7,00E-06 8,00E-06 9,00E-06 1,00E-05

Calisilabilecek dogrusal araligin belirlenmesinin ardindan RFN’nin 6,72x107-3,36x10®
M, LMT’nin 3,15x107- 1,58x10® M ve ZNS’nin 7,25x107- 3,76x10° M derisimleri

arasinda 6 farkli ¢ozeltisi 3’er set olmak iizere hazirlanmis ve bu ¢ozeltilerin giin ici ve
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giinler aras1 analizleri gerceklestirilmistir. Analiz sonuglarina ait istatistiksel

degerlendirmeler Tablo 5.13, 5.14 ve 5.15’te sunulmustur.

Tablo 5.13
RFN’nin YPSK yéntemi ile kalibrasyon verileri

Giinler arasi

Tiim Giinler (n=18)

Giin I (n=6) Giin I (n=6) Giin I1I (n=6)
a 831385 833817 826894 830699
b 0,0296 0,0236 0,0325 0,0286
r 0,9999 0,9999 0,9997 0,9999

a: Egim, b: Kesim, r: Korelasyon katsayisi

Tablo 5.14
LMT nin YPSK yontemi ile kalibrasyon verileri

Giinler arasi

Tiim Giinler (n=18)

Giin I (n=6) Giin II (n=6) Giin III (n=6)
a 3875650 3861422 3841067 3859380
b -0,0355 -0,029 -0,0023 -0,0223
r 0,9999 0,9999 0,9994 0,9997

a: Egim, b: Kesim, r: Korelasyon katsayisi

Tablo 5.15
ZNS nin YPSK yéntemi ile kalibrasyon verileri

Giinler aras1

Tiim Giinler (n=18)

Giin I (n=6) Giin I (n=6) Giin I1I (n=6)
a 712724 710940 713270 712312
b -0,0008 0,0012 -0,0034 -0,0010
r 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999

a: Egim, b: Kesim, r: Korelasyon katsayis1
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Istatistiksel degerlendirmeler incelendiginde giin ici ve giinler aras1 yapilan ¢aligmalarda
kesim noktalarinin sifira oldukca yakin oldugu ve yiiksek korelasyon katsayisina sahip

dogrular elde edildigi goriilmektedir.
5.2.2.2. Kesinlik

Y&ntemin kesinliginin gosterilmesi icin sirastyla 2,1x10° M ve 1,97x10° M ve 2,35x10°
® M derisimde RFN, LMT ve ZNS ¢ozeltileri hazirlanmis, bu ¢ozeltilerin giin i¢i ve giinler
aras1 olacak sekilde analizleri gerceklestirilmistir. Istatistiksel degerlendirmelerin

sonuclar1 Tablo 5.16, 5.17 ve 5.18’de sunulmustur.

Tablo 5.16
RFN’nin YPSK yéntemi ile tekrarlanabilirlik verileri

. Tiim Giinler
Giinler aras1

(n=18)
Giin I (n=6) Giin II (n=6) Giin II (n=6)
Ort 2,18 2,175 2,177 2,178
SS 0,006 0,004 0,004 0,005
%BSS 0,262 0,177 0,202 0,219
GA (%95) +0,028 +0,019 40,022 +0,035

Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA (%95): %95 olasilikla giiven araligi

Tablo 5.17
LMT ’nin YPSK yontemi ile tekrarlanabilirlik verileri

Giinler arasi

Tiim Giinler (n=18)
Giin I (n=6) Giin II (n=6) Giin IIT (n=6)

Ort 7,036 7,041 7,038 7,038
ss 0,002 0,007 0,004 0,005
%BSS 0,031 0,101 0,060 0,072
GA (%95) +0,011 +0,035 +0,021 +0,037

Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA (%95): %95 olasilikla giiven araligi
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Tablo 5.18

ZNS nin YPSK yontemi ile tekrarlanabilirlik verileri

Giinler arasi

Tiim Giinler (n=18)

GinI(®=6)  GiinII (n=6) Giin III (n=6)
Ort 1,794 1,788 1,793 1,792
ss 0,006 0,003 0,007 0,006
%BSS 0,311 0,187 0,381 0,321
GA (%95) +0,028 +0,017 +0,034 +0,042

Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA (%95): %95 olasilikla giiven araligi

[statistiksel degerlendirmelerin sonuglar incelendiginde tiim %BSS degerlerinin %2 nin

altinda kaldig1 goriilmiis ve gelistirilen yontemin ti¢ maddenin analizi i¢in de kesin oldugu

gosterilmistir.

5.2.2.3. Dogruluk

Gelistirilen yontemin dogruluk caligmalar1 i¢in 1,89x10°, 2,31x10%, 2,73x10° M
derisim diizeylerinde RFN c¢ozeltisi, 1,77x 10°, 2,17x10%, 2,56x10® M derisim
diizeylerinde LMT ¢ozeltisi ve 2,12x10, 2,59x10°, 3,06x10° M derisim diizeylerinde

ZNS c¢ozeltisinin giin i¢i ve giinler arasi 6’sar analizi gerceklestirilmistir. Istatistiksel

degerlendirmelerin sonuglar1 Tablo 5.19, 5.20 ve 5.21°de sunulmustur.

Tablo 5.19

RFN’nin YPSK yéntemi ile dogruluk verileri

L. giin (n=6)

Eklenen (M) 1,89x108 2,31x10® 2,73x10°®
Bulunan (Orttss) | 2,04x10°%+2,71x10% | 2,44x10°%+ 1,54x10° | 2,93x10-5+8,48x10°
% Geri Kazanim 107,71 105,57 107,19

% BH 7,94 5,63 7,33

% BSS 1,33 0,06 0,29
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Tablo 5.19 (Devam) RFN 'nin YPSK yontemi ile dogruluk verileri

Eklenen (M) 1,89x10° 2,31x10° 2,73x10°
? Bulunan (Orttss) | 2,05x10°+2,09x10% | 2,44x10%+2,51x10° | 2,93x105+8,37x10°
:; % Geri Kazamim 108,6 105,69 107,22
on
= | %BH 8,47 5,63 7,33
% BSS 1,02 0,10 0,29
Eklenen (M) 1,89x10° 2,31x10° 2,73x10°
? Bulunan (Orttss) | 2,05x108+ 1,6x108 | 2,44x10°%+ 1,04x10° | 2,93x105+ 6,01x107°
=
%; % Geri Kazanim 108,23 105,71 107,18
E % BH 8,47 5,63 7,33
% BSS 0,78 0,04 0,21
Eklenen (M) 1,89x106 2,31x10® 2,73x10°®
E Bulunan (Orttss) | 2,04x107+2,17x10% | 2,44x10%+ 2,19x10° | 2,93x106+7,25x10°
é: % Geri Kazanim 108,18 105,66 107,20
:g % BH 7,94 5,63 7,33
) % BSS 1,06 0,09 0,25

n: Deney sayisi, Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BH: Bagil hata, BSS: Bagil standart sapma

Tablo 5.20
LMT'nin YPSK yontemi ile dogruluk verileri

L. giin (n=6)

Eklenen (M)

1,77x10®

2,17x10°®

2,56x10°

Bulunan (Orttss)

1,83%10°6+ 8,71x107°

2,31x10%46,3x10°

2,72x105+£2,36x108

% Geri Kazanim 103,43 106,51 106,38
% BH 3,39 6,45 6,25
% BSS 0,48 0,27 0,87
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Tablo 5.20 (Devam) LMT'nin YPSK yontemi ile dogruluk verileri

Eklenen (M) 1,77x10°° 2,17x10° 2,56x10°
& | Bulunan (Ortiss) 1,82x10°6+1,52x108 | 2,31x100+5,54x10° | 2,73x100+3,31x10°
:; % Geri Kazamm 102,75 105,69 106,62
en
= | 9% BH 2,82 6,45 6,64
% BSS 0,83 0,24 0,12
Eklenen (M) 1,77x10°° 2,17x10° 2,56x10°
© | Bulunan (Ortdss) | 1,84x10°+5,42x10° | 2,31x10%:5,26x10° | 2,72x10+2,31x10®
=
% % Geri Kazanim 103,64 106,53 106,16
= | %BH 3,95 6,45 6,25
% BSS 0,3 0,23 0,85
Eklenen (M) 1,77x10°° 2,17x10° 2,56x10°
E Bulunan (Orttss) | 1,83x100£1,21x108 | 2,31x10%+5,39x10° | 2,72x106+1,87x10°8
é: % Geri Kazanim 103,27 106,51 106,38
g % BH 3,39 6,45 6,25
) % BSS 0,66 0,23 0,69

n: Deney sayisi, Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BH: Bagil hata, BSS: Bagil standart sapma

Tablo 5.21
ZNS'nin YPSK yéntemi ile dogruluk verileri

L. giin (n=6)

Eklenen (M) 2,12x10° 2,59x10° 3,06x10°
Bulunan (Ortss) | 2,3x10°%+2,62x10® | 2,68x10°+ 4,33x108 | 3,3x106+2,28x108
% Geri Kazanim 108,52 103,61 107,73

% BH 4,72 3,47 7,84

% BSS 1,14 1,61 0,69
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Tablo 5.21 (Devam) ZNS'nin YPSK yontemi ile dogruluk verileri

Eklenen (M) 2,12x10°® 2,59%10°® 3,06x10®
f Bulunan (Ortss) | 2,28x10°+2,83x108 | 2,68x10°+2,81x10® | 3,27x10°+1,09x10°8
E % Geri Kazanim 108,00 103,36 106,96
;{3 % BH 7,55 3,47 6,86
% BSS 1,23 1,05 0,33
Eklenen (M) 2,12x10°® 2,59%10°® 3,06x10®
if Bulunan (Ortss) | 2,28x10°+ 2,44x108 | 2,67x10%+ 3,34x10® | 3,29x105+ 1,18x108
é % Geri Kazamim 107,81 102,94 107,57
= | %BH 7,55 3,09 7,52
% BSS 1,06 1,25 0,36
g Eklenen (M) 2,12x10°® 2,59%10°® 3,06x10®
é Bulunan (Ortss) | 2,29x10%+2,56x108 | 2,68x10°+3,41x10® | 3,29x10°+1,84x10°8
:i; % Geri Kazanim 108,11 103,3 107,42
&o
£ % BH 8,02 3,47 7,52
& % BSS 1,12 1,28 0,56
n: Deney sayisi, Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BH: Bagil hata, BSS: Bagil standart sapma

Istatistiksel degerlendirmelerin sonuclar1 incelendiginde ii¢ maddenin tiim derisim
diizeylerinde yapilan analizlerde %geri kazanim degerlerinin %102,75 ile %108,60
araliginda oldugu gériilmiistiir. U¢ maddenin de tiim derisimleri icin %BSS degerleri
%2’nin altinda hesaplanmistir. Bu sonuglar dogrultusunda gelistirilen yontemin yiiksek

dogruluk ve kesinlige sahip oldugu goriilmektedir.
5.2.2.4. Duyarhilik

Calismanin duyarlhilik ¢aligmalar1 kapsaminda yapilan hesaplamalarda S/N oranlar
kullanilmistir. Yontemin tayin sinir1 (LOQ) degerleri RFN, LMT ve ZNS i¢in sirasiyla
2,91x10% M (0,007 pg/ml), 9,99x10° M 0,003 pg/ml) ve 4,83x10* M (0,010 pg/ml)
olarak bulunmugtur. LOD degerleri RFN i¢in 9,69x10° M (0,002 pg/ml), LMT igin
3,33x107° M (0,001 pg/ml) ve ZNS i¢in 1,61x107* M (0,003 pg/ml) olarak belirlenmistir.

5.2.2.5. Kararlilik

Yontemin kararlilik calismalari kapsaminda RFN, LMT ve ZNS c¢ozeltileri taze
hazirlanmis, -18°C’de karanlikta 1 ay bekletilmis ve +4°C’de karanlikta 24 saat
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bekletilmis sekilde analiz edilmistir. Analiz sonuglarindan elde edilen veriler istatistiksel

olarak degerlendirilmis ve degerlendirme sonuglar1 Tablo 5.22°de verilmistir.

Tablo 5.22
YPSK yénteminde RFN, LMT ve ZNS nin kararlilik verileri

Taze ¢ozelti 24 saat lay

Ort (n=3) 2,165 2,159 2,148

E ss 0,26 0,79 1,19
o % BSS 0,27 0,82 1,22
% Geri kazanim 101,06 100,07 99,79

Ort (n=3) 7,049 7,025 7,002

E ss 0,73 1,47 0,43
- % BSS 0,68 1,52 0,51
% Geri kazanim 100,17 101,87 99,89

Ort (n=3) 1,722 1,718 1,702

2 ss 0,59 1,37 0,62
N % BSS 0,63 1,47 0,63
% Geri kazanim 100,37 101,89 99,89

Ort: Ortalama, n: Deney sayisi, ss: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma

Hesaplanan %BSS ve %geri kazanim degerleri ile incelenen zaman araliginda RFN, LMT

ve ZNS ¢ozeltilerinin kararli oldugu sonucuna varilmistir.
5.2.2.6. Saglamhk

Yo6ntemin saglamlik caligmalar1 kapsaminda optimum analiz kosullarinda yapilan kii¢iik
degisikliklerin analiz sonuglarini nasil etkilendigi incelenmistir. Optimum kosullarda
kiiciik degisiklikler yapilarak gergeklestirilen analizlerin sonuclari optimum kosullar
altinda gergeklestirilen analizlerin sonuclar1 ile karsilastirilmistir. Sonuclara ait

istatistiksel degerlendirmeler Tablo 5.23’te sunulmustur.
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Tablo 5.23

YPSK yéonteminin saglamitk verileri

Tarr.pon. O'T.ge.l.m.!( Tampon RFEN LMT ZNS
Derisimi  Coziicii X
(mM) Oram pH’ ort |, ort ort
(n=3) %BSS (o %BSS . 9BSS
Optimum 5 18 40 217 097 712 095 173 097
Kosullar
1. Kosul 51 18 4,0 2,14 1,23 7,13 1,27 1,73 0,36
2. Kosul 49 18 4,0 2,19 1,51 7,12 1,06 1,71 0,59
3. Kosul 50 17 4,0 2,13 0,93 7,16 0,37 1,75 1,21
4. Kosul 50 19 4,0 2,21 0,27 7,09 0,42 1,70 0,85
5. Kosul 50 18 3,9 2,18 0,45 7,11 0,71 1,72 1,07
6. Kosul 50 18 41 2,17 0,61 7,12 0,29 1,72 1,54

Ort: Ortalama, n: Deney sayisi, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart sapma

Hesaplanan %BSS degerlerinin %2’nin altinda olmasi yontemde yapilan kiigiik
degisikliklerin yontemi etkilemedigini ve dnerilen yontemin saglam bir yontem oldugunu

gostermektedir.
5.2.3. Sistem uygunluk testleri

Gelistirilen yontemin sistem uygunlugu hesaplanan parametreler ve kabul sinirlart ile

Tablo 5.24°te verilmistir.

Tablo 5.24
YPSK yonteminde RFN, LMT ve ZNS 'nin sistem uygunluk verileri

N Rs As

RFN LMT ZNS REN | LMT | ZNS

Hesaplanan Deger | 153428 | 247977 | 312856 | 6,89 | 3,6 | 1,06 | 1,04 | 1,04

Kabul Sinir1 >2000 >1,5 0,95<As<1,2

N: Tabaka sayis1, Rs: Ayrim giicii, As: Asimetri faktori
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Sonuglar degerlendirildiginde gelistirilen yontemin her ti¢ madde igin de kabul sinirlart

icinde yer aldig1 ve sistem uygunluk testlerini gectigi gosterilmektedir.
5.3. Yontemlerin Uygulanmasi

RFN, LMT ve ZNS’nin farmasétik preparatlar igerisindeki tayini, sirastyla 400 mg RFN
iceren Inovelon® tabletleri, 25 mg LMT igeren Lamictal® tabletleri ve 100 mg ZNS
iceren Epizonya® kapsiilleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Tabletlerden hazirlanan ve
kalibrasyon aralifina uygun c¢ozeltiler, optimum kosullarda alti kez analiz edilmistir.
Tabletlerin elektroferogramlar1 ve kromatogramlar1 sirasiyla Sekil 5.16 ve 5.17°de

sunulmaktadir.

Sekil 5.16
RFN, LMT, ZNS iceren farmasétik dozaj formlarina ait elektroferogram

- \ P

\ (<)

(a: Blank, b:ZNS, c: RFN, d:LMT)
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Sekil 5.17
RFN, LMT, ZNS iceren farmasotik dozaj formlarina ait kromatogram

I _ (@)

7 - li
== hT | L 1 @

(a: Blank, b:ZNS, c: RFN, d:LMT)

Tablet analizlerinde, gelistirilen yontemlerde standart maddelerin pik 06zelliklerini

gosteren elektroferogramlar ve kromatogramlar elde edilmistir. RFN, LMT ve ZNS’nin

tabletlerden kantitatif tayinine iligkin her iki yontemin istatistiksel degerlendirmeleri

Tablo 5.25’te verilmistir. Her iki yontem igin de tabletlerin konsantrasyon seviyelerine

ait yiizdelik geri kazanim degerleri yaklasik %100 olarak bulunmustur. Gelistirilen

yontemlerin RFN, LMT ve ZNS’nin tabletlerdeki kantitatif tayini i¢in etkili bir sekilde

kullanilabilecegi gosterilmistir.
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Tablo 5.25

RFN, LMT, ZNS i¢eren farmasétik dozaj formlarmin KE ve YPSK ydntemleri ile miktar tayini verilerinin
istatistiksel degerlendirilmesi

KE YPSK F P
Ort (n=6) 404,458 mg 405,268 mg 1,099 0,920
a’
s 0,083 0,087 (<5.05) | (50,05
RFN (400 mg)
%BSS 0,083 0,086
% Geri kazamim 101,11% 101,32%
Ort (n=6) 25,117 mg 25,144 mg 1,112 0,910
a
s 0,097 0,092 (905) | (50,08)
LMT (25 mg)
%BSS 0,089 0,082
% Geri kazanim 100,47% 100,58%
Ort (n=6) 101,824 mg 101,678 mg 1,111 0,911
< a
s 0,037 0,039 (<5059 | (50,05)
ZNS (100 mg)
%BSS 0,036 0,039
% Geri kazanim 101,82% 101,68%
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6. SONUC, TARTISMA ve ONERILER

Bu calismada; RFN, LMT ve ZNS bilesiklerinin es zamanli miktar tayini amaciyla basit,
hizli ve duyarli bir kapiler elektroforez (KE) yontemi gelistirilmistir. KE yonteminde,
deteksiyon 210 nm dalga boyunda DAD ile gergeklestirilmis ve analiz, 75 um i¢ ¢apa
sahip 40 cm efektif (48,5 cm toplam) uzunlugundaki kapiler ile yapilmistir. Optimizasyon
caligsmalar1 sonucunda, 35 mM sodyum dodesil stilfat (SDS), %5 izopropil alkol (IPA)
iceren 6 mM borat ve 10 mM fosfat tamponu (pH 9,00) kullanilarak ve 15 kV potansiyel
altinda analiz edilmistir. Yontemde i¢ standart (IS) kullanilmamis olup, RFN, LMT ve
ZNS’nin go¢ zamanlart sirasiyla 6,77 dk, 8,46 dk ve 5,99 dk olarak elde edilmistir.
Yontemin validasyonu, Uluslararast Uyum Konferansi (ICH) tarafindan belirlenen
kriterlere uygun olarak dogrusallik, kesinlik, dogruluk, duyarlilik, kararlilik ve saglamlik

parametreleri ile gergeklestirilmistir. Sistem uygunluk parametreleri de hesaplanmistir.

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi (YPSK) yonteminde, deteksiyon 210 nm dalga
boyunda foto diyot dizisi detektorii ile saglanmigtir. Ayrim i¢in C18 kolon (4.6x100.0
mm, 3.5 um i¢ ¢ap) kullanilmis ve hareketli faz olarak 50 mM fosfat tamponu ile
asetonitril (82:18, h/h) (pH 4.0) sistemi 1,0 mL/dk akis hizinda uygulanmistir. Bu
yontemde RFN, LMT ve ZNS’nin alikonma zamanlar1 sirasiyla 7,29 dk, 4,95 dk ve 6,41
dk olarak gozlenmistir. Gelistirilen YPSK yonteminin gecerliligi de benzer parametreler

ile incelenmis ve sistem uygunluk parametreleri hesaplanmustir.

Her iki yontemin validasyon ¢aligmalar1 sonucunda RFN, LMT ve ZNS’nin uzun dénem
boyunca kararli olduklart bulunmustur. Dogrusal araliklar belirlendikten sonra
yontemlerin kesinlik ve dogruluklar1 ortaya konmustur. Segicilik agisindan hem
optimizasyon hem de validasyon asamalarinda DAD detektoriiniin farkli dalga boylari ile
caligabilme o6zelliginden faydalanilmig ve girisim yapan herhangi bir sinyale
rastlanmamuistir.

Sistem uygunlugunu gostermek amaciyla N, Rs, As gibi ¢esitli parametreler belirlenmis
ve kabul edilen sinirlar icerisinde olduklar1 kanitlanmistir. RFN, LMT ve ZNS igeren

farmasotik dozaj formlar gelistirilen yontemlerle analiz edilmis olup, % geri kazanim

degerleri yaklasik %100 diizeyinde bulunmustur.
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Gelistirilen yontemlerin dogrulugu, farmasotik tabletler tizerinde basarili bir sekilde
uygulanarak gosterilmis olup bu yontemlerin karmagik matrisler i¢in uygun oldugu

kanitlanmustir.

Her iki yontemin de biyolojik 6rneklere uygulanma potansiyelinin olduk¢a yiiksek oldugu
diistiniilmektedir. Karmasik biyolojik matrislerle ilgili zorluklarim, bu yontemlerin
secicilik ve duyarliliklarindan yararlanilarak etkili bir sekilde ¢oziilebilecegi
ongoriilmektedir. Gelecekteki ¢calismalarda, gelistirilen yontemlerin biyolojik sistemlerde
kullanimin1  kolaylastirmak igin ek adaptasyonlar, optimizasyonlar ve biyoanalitik
validasyon yapilacak; bu sayede farmakokinetik c¢alismalar ve tedavi izleme gibi

uygulamalara olanak saglanacaktir.

Bu aragtirmanin bulgulari, farmasdétik bilimlerde analitik tekniklerin gelistirilmesine katki
saglamakla birlikte, biyolojik ve klinik alanlarda da kullanim olanaklarin1 genisletmek

i¢in bir temel olusturmaktadir.
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